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RESUMEN 
 
Los ciclótidos son minipéptidos que han sido aislados de las familias 
Rubiaceae, Violaceae y Cucurbitaceae, se caracterizan por tener entre 28 a 
37 residuos de aminoácidos asociados a un esqueleto cíclico; poseen tres 
puentes disulfuro los cuales les confiere  una alta estabilidad térmica, 
química y biológica.  Los ciclótidos, intervienen en los mecanismos de 
defensa de las plantas contra el ataque de microorganismos e insectos; 
modificando esta propiedad se puede adaptar para otros propósitos como 
tratar enfermedades que afecten a  los seres humanos, constituyendo así 
nuevas alternativas para el control del cáncer y el VIH,  entre otras. Con la 
realización de este proyecto se pretendió  conocer y valorar la biodiversidad 
de la flora regional, al evaluar y determinar el uso potencial como inhibidores  
de la enzima α-glucosidasa de los extractos vegetales crudos y de las 
fracciones aisladas de la especie Gloeospermun sphaerocarpum Triana & 
Planch (Violaceae).  
 
La madera de la especie G. sphaerocarpum fue sometida a extracción  por 
maceración con  diclorometano-metanol (1:1). Este extracto fue particionado 
con agua para obtener el extracto acuoso-alcohólico; el cual  se  sometió a 
separaciones  cromatográfícas utilizando como soportes Poliamida 6S, 
SephadexG-10 y Octadesilsilano (C18) para remover taninos, eliminar sales y 
polisacáridos presentes en las muestras;  las fracciones fueron evaluadas 
por cromatografía de capa delgada (CCD), para evidenciar la presencia-
ausencia de ciclótidos. Aquellas que fueron positivas por CCD fueron  
purificadas por cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) analítica y 
preparativa. 
 
 
 
 
 XIV 
 
La presencia de los péptidos fue evidenciada por electroforesis en geles de 
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio y tricina, así como por 
cromatografía en capa delgada. Los péptidos obtenidos fueron 
caracterizados parcialmente por espectrometría de masa, detectándose en 
una muestra la presencia de 6 ciclótidos y en otra muestra 10, de las cual 
solo se pudo conocer la elucidación  estructural de un solo péptido.  
 
Adicionalmente, las fracciones cromatográficas obtenidas de G. 
sphaerocarpum fueron evaluadas por su capacidad para inhibir  la enzima α-
glucosidasa, presentando un porcentaje de inhibición de 82.01% a una 
concentración de 50 μg/mL. 
 
  
PALABRAS CLAVES: ciclópéptidos, HPLC, inhibición de la α-glucosidasa, 
Tricina-SDS-PAGE, Actividad biológica. 
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ABSTRACT 
 
The cyclotides are minipeptides that have been isolated mainly from 
Rubiaceae, Violaceae and Cucurbitaceae families; they have between 28 to 
37 amino acid residues in a cyclic skeleton, with three disulfide bridges giving 
them a high thermical, chemical and biological stability.  These compounds 
are involved in the mechanism of defense of plants against microorganism 
and insects.  They provide new alternatives for diseases control such as 
cancer and HIV, among others.  With the completion of this project sought to 
know and appreciate the biodiversity of the national flora, identifying potential 
use as inhibitors of enzyme of the crude plant extracts and isolated cyclotides 
from the Gloeospermun sphaerocarpum Triana &Planch (Violaceae) specie 
and Violaceae family. 
 
The wood of the plant G. sphaerocarpum was subjected to the extraction by 
maceration with dichloromethane-methanol (1:1).  Then, this extract was 
partitioned with water to obtain an aqueous-alcoholic extract; this was 
subjects to chromatographics separation by using polyamide 6S as support 
for removing tannins and Sephadex® G-10 to remove salts and 
polysaccharides presents in the samples; cyclotides rich fraction were 
characterized by thin layer chromatography (TLC).  Fraction rich in cyclotide 
mixtures were subjected to separation by using high performance liquid 
chromatography (HPLC) analytical and preparative. 
 
The presents of peptides was involve in electrophoresis in gel of 
polyacrylamide whit sodium and trycine, like thin layer chromatography. The 
gained peptides was characterizared partially whit mass spectrometry, 
detected one specimen in presence in 6 cyclotides and the other one 10, only 
one was can know about the elucidation structural of one peptide. 
  
 XVI 
 
Additional of this, the chromatographic fractions obtained of G. 
sphaerocarpum was capacity evaluated for inhibit the enzyme α-glucosidase, 
presenting one percentage of inhibition of 82.01% at a concentration of 
50 μg/mL. 
  
Keywords: Cyclopeptides, biological activity, HPLC, electrophoresis, enzyme 
activity 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
Los ciclótidos son péptidos macrocíclicos, con 28 a 37 residuos de 
aminoácidos que han sido aislados principalmente de tres familias de 
plantas: Rubiaceae, Violaceae y Cucurbitaceae. Están conformados por un 
esqueleto cíclico, establecidos por  uniones peptídicas entre aminoácidos, 
contienen 6 residuos de cisteína que forman 3 puentes disulfuro como se 
muestra en la figura 1, los cuales estabilizan la molécula (Craik, 2010). 
 
Figura 1. Representación de la estructura de los ciclótidos, mostrando las 
uniones peptídicas de los aminoácidos y los 6 residuos de cisteína que 
forman 3 puentes disulfuro (a, b y c) (Craik, 2010). 
 
 La combinación del nudo de cistina y el esqueleto circular se conoce como 
nudo de cistina cíclico (NCC), el cual le confiere a estas miniproteínas 
cíclicas resistencia a la degradación  térmica y enzimática. Las vueltas 
(loops) del esqueleto están constituidas por una diversidad de aminoácidos 
que podrían ser intercambiados por nuevos aminoácidos y de esta manera 
constituir nuevas estructuras con actividades biológicas mejoradas o 
desconocidas (Craik, 2010). 
 
 
c 
a 
b 
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 Los ciclótidos en las plantas funcionan como moléculas de defensa contra 
los depredadores, también presentan otras actividades biológicas que  
incluyen uterotónica, anti-VIH, antitumoral y antimicrobiana (Craik, 2010). Por 
esta razón, el estudio de los ciclótidos ha generado nuevas posibilidades 
para la ingeniería de péptidos bioactivos y el desarrollo de nuevas 
estrategias para sintetizar productos químicos, y contribuir  así a la a la 
obtención de fármacos novedosos (Bohlin et al., 2010).  
 
Los ciclótidos son susceptibles de síntesis química debido a la combinación 
del nudo de cistina y el esqueleto circular  que contienen, lo cual los hacen 
más  tolerantes a una amplia gama de sustituciones de los residuos de 
aminoácidos; por este motivo, son muy promisorios como esqueleto en el 
diseño de fármacos y en la  ingeniería de proteínas (Dörnenburget al.,  
2008).  
 
También, tienen aplicaciones que estarían orientadas a la agricultura en 
donde la actividad insecticida natural de los ciclótidos podría ser  transferida 
mediante ingeniería genética a cultivos  comerciales específicos y de esta 
manera protegerlos contra las plagas que los atacan (Craik et al., 2007).  
 
Los reportes muestran que existen alrededor de 50000 ciclótidos, pero solo 
160 ciclótidos han sido aislados y reportados de las familias Rubiaceae, 
Violaceae y Cucurbitaceae (Craik y Conibear,  2011); se ha encontrado que 
la familia Violaceae contiene un mayor número de ciclótidos o péptidos 
cíclicos al compararla con las otras dos familias de plantas que los presentan 
(Burman et al., 2010), lo cual convirtió a ésta familia en un foco de 
investigación interesante para el aislamiento y la determinación de las 
actividades biológicas  de estas importantes miniproteínas bioactivas. 
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Estos péptidos se purifican con el empleo de técnicas cromatográficas y su 
secuenciamiento se realiza a través de técnicas espectrométricas tales como 
espectrometría de masas (EM), resonancia magnética nuclear (RMN), entre 
otras (Craik, 2009); en este estudió también se determinó la actividad 
inhibitoria con la enzima α-glucosidasa de las  diferentes fracciones 
obtenidas de G. sphaerocarpum. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
 
2.1 CICLÓTIDOS 
 
2.1.1 Aspectos básicos 
 
Los ciclótidos conforman una familia de mini-proteínas circulares que han  
sido aislados de varias especies pertenecientes principalmente a tres 
familias de plantas y tienen un amplio rango de bioactividades; son 
proteínas cíclicas con 28 a 37 residuos de aminoácidos; la diferencia 
fundamental con las proteínas tradicionales, es que están constituidas 
por un ciclo continuo con uniones peptídicas y además  poseen tres 
puentes disulfuro que enlazan los seis (6) residuos de cisteína formando 
de esta manera un nudo cíclico  de cistina (NCC). Este nudo de cistina se 
forma cuando los dos puentes disulfuro enlazan extremos opuestos de 
segmentos peptídicas del anillo, los cuales a su vez están atravesados 
por un tercer puente disulfuro; de esta manera, la combinación del nudo 
de cistina y el esqueleto cíclico forman el nudo cíclico de cistina (NCC)  
(Pothet al., 2010). 
 
El nudo cíclico de cistina (NCC) es la razón por la cual los ciclótidos 
presentan gran rigidez estructural y notable estabilidad térmica, química y 
enzimática. Estas características son las que los diferencia de  los 
péptidos lineales; puesto que la estructura lineal le resta estabilidad a la 
molécula y son más susceptibles a transformaciones enzimáticas o 
químicas.  Razón por la cual, los ciclótidos se convierten en  objeto de 
investigación e interés para las industrias farmacéutica y agrícola en 
general (Craik y Conibear, 2011). 
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2.1.2 Descubrimiento y caracterización 
 
Los ciclótidos durante una década han sido identificados como una clase 
de proteínas, la mayoría de los ciclótidos descritos en la literatura han 
sido aislados de plantas de las familias Violaceae, Rubiaceae y 
Curcubitaceae; pero el descubrimiento de  este tipo de mini-proteínas 
empezó en 1960-1970, cuando mujeres en el Congo (África) utilizaban 
las infusiones de la planta Oldenlandia affinis (Rubiaceae) para acelerar 
el trabajo de parto; años más tarde el agente activo fue aislado y se 
descubrió que el ciclótido estaba constituido con 30 residuos de 
aminoácidos y fue llamado Kalata B1 (Ireland et al., 2010), el cual se 
presenta en la figura 2; siendo kalata B1 la primera proteína cíclica 
caracterizada con un nudo de cistina (Craik et al., 2010). 
 
 
Figura 2. Estructura en 3D del ciclótido Kalata B1 (Gerlach et al., 2010). 
 
Originariamente, estos péptidos macrocíclicos fueron descubiertos en 
programas de  tamizado al azar o mediante estudios etnofarmacológicos de 
especies nativas, como fue el caso del Kalata B1. Las circulinas, aisladas de 
Chassalia parvifolia Shumann (Rubiaceae) fueron descubiertas por un 
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tamizado al azar pero con actividad anti-VIH. Varios péptidos de distintas 
especies de Viola fueron descubiertos a partir de un tamizaje de actividad 
hemolítica (Claeson et al., 1998; Göransson et al., 1999).  
 
Los ciclótidos son sintetizados en el ribosoma como proteínas precursoras 
que codifican uno o más ciclótidos (Craik, 2012); los ribosomas son 
complejos macromoleculares de proteínas y ácido ribonucleico (ARN) que se 
encuentran en el citoplasma, en las mitocondrias, en retículo 
endoplasmatico y en los cloroplastos. Son un complejo molecular encargado 
de sintetizar proteínas a partir de la información genética que les llega 
del ADN transcrita en forma de ARN mensajero (ARNm), seguido de una 
traducción, generándose de esta manera la proteína (Campbell et al., 2004).  
En células eucariotas, los ribosomas se elaboran en el núcleo pero 
desempeñan su función de síntesis en el citosol. Están formados por ARN 
ribosómico (ARNr) y por proteínas(Campbell et al., 2004).  
 
La disposición genérica de una proteína típica precursora de ciclótido se 
muestra en la figura 3, donde se representa una señal de secuencia de 
péptidos del retículo endoplasmatico (RE) en la región del C-terminal. Es 
conveniente conocer que no se comprende el proceso de ciclación de estos 
péptidos a partir de sus precursores, sin embargo se cree que la enzima 
asparaginil endoproteinasa (AEP) tiene un papel importante en la ciclación 
de estos péptidos (Craik, 2012).  Esta hipótesis se hace debido a la 
presencia de un residuo de Asn (o Asp) en el C-terminal de la proteína 
precursora del ciclótido, esto se apoya en estudios donde se ha suprimido los 
residuos de Asp en plantas mutadas y se nota la disminución de producción 
de péptidos cíclicos  (Craik, 2012). 
 
 
 
 
 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Representación esquemática de las proteínas precursoras de los 
ciclótidos en las familias Violaceae y Rubiaceae.  Se muestra la señal del 
péptido de ER, el N-terminal, la secuencia del péptido maduro y un C-
terminal del pro-péptido.  Estudios recientes de ciclótidos en la familia 
Fabaceae sugiere que los ciclótidos se están produciendo a partir de un gen 
llamado albúmina; esto quiere decir que las plantas han evolucionado varios 
mecanismos alternativos para la biosíntesis de ciclótidos (Craik, 2012). 
 
2.1.3 Nomenclatura y características estructurales de los ciclótidos 
 
Los  ciclótidos conocidos se nombran con base a los seis (6) residuos de 
cisteína enumerados con números romanos de uno a seis en el orden en el 
cual se encuentran en la línea precursora. La numeración de las vueltas 
(loops) y el número de aminoácidos (n) que contiene cada loop, se presentan  
en la figura 4. 
 
 
 
 
ER 
Señal del 
péptido 
Dominio del ciclótido 
maduro Pro-dominio 
1-3 repeticiones de cada uno puede 
codificar diferentes ciclótidos. 
Cola 
Pro-péptido 
N-terminal 
C-terminal 
Asn (o Asp) 
 8 
 
                                                                  
 
 
 
Figura 4. Representación de la estructura de los ciclótidos.  Se muestra 
el ciclo de uniones peptídicas y los puentes disulfuro; además, el orden 
en que se encuentran las cisteínas organizadas (Ireland et al., 2006). En 
(A)  representación en 2D y en (B) representación de la estructura en 3D. 
 
Los loops (vueltas) del esqueleto del ciclótido que corresponden a las 
regiones entre los residuos de cisteína están enumerados de 1 a 6 como se 
presentan en la figura 5.  En los loops (vueltas) están representadas las 
cadenas de aminoácidos responsables de las diversas actividades que 
presentan los ciclótidos (Craik et al., 2001). 
 
 
Figura 5. Loops (vueltas) del esqueleto de los ciclótidos, los cuales 
corresponden a las regiones entre los residuos de cisteína enumerados 
de 1 a 6.  Las flechas indican la estructura de hoja β-plegada 
característica de cada ciclótido (Craik et al., 2001). 
 
(A) 
 
(B) 
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La estructura del nudo de cistina se da por la formación de puentes disulfuros 
entre Cys I – Cys IV y Cys II – Cys V que con ayuda del loop 1 y 4 forman un 
anillo, el cual está cruzado por el tercer puente disulfuro constituido por Cys 
III – Cys VI, como se muestra en la figura 6 (Craik et al., 2007). 
 
 
Figura 6. Representación del nudo de cistina que muestra el anillo 
formado por los loops 1 y 4 y los puentes disulfuros Cys I – Cys IV y Cys 
II – Cys V y el anillo penetrado por el tercer puente disulfuro entre Cys III 
– Cys VI  (Craik et al.,2007). 
 
Los ciclótidos se han dividido principalmente en dos subfamilias, Brazalete y 
Möbius. Esta nomenclatura se basa en la presencia o la ausencia de un 
residuo de cis-prolina en el loop cinco (5), como se presenta en la figura 7. 
Las subfamilias también se diferencian por el tamaño y contenido de 
aminoácidos; los ciclótidos del tipo brazalete ha sido estructuralmente, los 
más diversos de las dos subfamilias (Burman et al., 2010). 
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Figura 7. Tipos de ciclótidos (A) Brazalete, (B) Möbius (Ireland et al., 2006)  
 
 Los ciclótidos de la familia Brazalete como circulina A, cicloviolacina O1 y 
vhr 1 al igual que los ciclótidos de la subfamilia Möbius como Kalata B1 
adoptan una conformación característica de cada grupo de ciclótidos (Craik y 
Conibear, 2011). En la figura 8 se presentan las estructuras de los siguientes 
ciclótidos: (a) Kalata B1; (b) Circulina A; en  ambos casos se caracterizan por 
tener un nudo de cistina formado por los puentes disulfuro y una estructura 
secundaria de hoja β-plegada, la cual se indica con flechas rojas (Craiky 
Conibear, 2011). 
 
 
 
Figura 8. Comparación de las estructuras de los ciclótidos.  Diagrama en 
3D de la estructura de ciclótidos (a) Kalata B1; (b) Circulina A. La 
numeración de los residuos de cisteína y los loops se indican en Kalata 
B1 (Craik y Conibear, 2011). 
a b 
(B) 
Möbius Brazalete 
(A) 
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2.1.4 Distribución taxonómica de los ciclótidos 
 
Los ciclótidos son mini-proteínas que se encuentran principalmente en tres 
familias de plantas: Curcubitaceae, Rubiaceae y Violaceae. Hasta ahora más 
de 160 ciclótidos se han elucidado de estas tres familias, siendo la familia 
Violaceae la que ha contribuido con un porcentaje mayor, dado  que en ella  
se han encontrado ciclótidos en todos los géneros investigados hasta el 
momento (Craik y Conibear, 2011).  
 
Estudios recientes reportan la presencia de estas mini- proteínas en la familia 
Fabaceae con uso en medicina tradicional al facilitar el trabajo de parto, de 
manera similar con el primer ciclótido aislado (Kalata B1) de Oldenlandia 
affinis (Poth et al., 2010). Los ciclótidos se encuentran en una amplia gama 
de tejidos incluyendo hojas, flores, tallos y raíces (Chen et al., 2006). 
 
2.1.5 Extracción y separación de ciclótidos 
 
Los ciclótidos son extraídos del material vegetal utilizando mezclas de 
CH2Cl2–MeOH (1:1, v/v), luego se realiza una extracción líquido-líquido con 
H2O.  La fase acuosa que contiene los ciclótidos se concentra a presión 
reducida y se somete a cromatografía de columna (CC) utilizando C18 como 
soporte; los péptidos eluyen con un gradiente (CH3CN-H2O-ácido 
trifluoacético (TFA), (9:1:0.005, v/v/v)) 20%, 80%  y 100%.  La fracción del 
80% de CH3CN se concentra para su posterior análisis por LC-MS (Craik et 
al., 2010). 
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2.1.6  Purificación de los ciclótidos 
 
Los ciclótidos son fraccionados utilizando inicialmente cromatografía de 
columna (CC) sobre un soporte de Poliamida DPA 6S, luego se pasan por 
una columna de Sephadex G-10 y posteriormente por una columna de C18.  
Después los ciclótidos son purificados mediante separaciones por 
cromatografía liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), con un 
gradiente lineal de CH3CN-H2O-TFA (9:1:0.005, v/v/v) (Craik et al., 2010). 
Por último, el ciclótido purificado se analiza empleando técnicas 
espectroscópicas modernas. 
 
2.1.7 Determinación de la secuencia y estructura de los ciclótidos 
 
Varias herramientas espectroscópicas se han utilizado para facilitar el 
descubrimiento de  los ciclótidos.  La espectrometría de masas (MS) es de 
gran utilidad para la determinación de la secuencia de estos, porque con ella 
se puede establecer el esqueleto cíclico, la masa y el número de enlaces 
disulfuros (Wang et al., 2007). 
 
La determinación de la secuencia se obtiene mediante la aplicación de 
técnicas en tándem MS/MS y se correlacionan a través de la utilización de 
análisis cuantitativo de aminoácidos (Herrmann, 2007). 
 
La estructura en 3D de los ciclótidos que han sido caracterizados hasta el 
momento, ha requerido la contribución de la técnica de resonancia magnética 
nuclear (RMN) a excepción de un ciclótido varv F, el cual necesitó de 
resonancia magnética nuclear (RMN) y de rayos X para su elucidación 
estructural (Craik y Conibear, 2011). 
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Los péptidos cíclicos presentan una dificultad fundamental para el 
secuenciamiento porque no tienen N terminal ni C terminal; por lo tanto, 
existe impedimento para utilizar métodos convencionales tales como la 
secuenciación utilizando la degradación de Edman o técnicas recientes como 
MS (Craik y Conibear, 2011).  Además, los ciclótidos son completamente 
resistentes a la proteólisis enzimática; por lo cual, el método clásico para 
secuenciar ciclótidos ha sido reducir los puentes disulfuro, alquilar los tioles 
libres y por último seccionar el péptido cíclico con enzimas seleccionadas, 
con el objeto de producir los extremos C ó N terminales, para la 
secuenciación (Craik y Conibear, 2011).  
 
Para obtener la secuencia de un ciclopéptido; la fracción peptídica primero se 
le deben reducir los enlaces disulfuro con la ayuda del ditiotreitol (DTT) y 
confirmar esta reducción  por  MALDI-MS, los tioles que quedan libre se 
deben bloquear con yodoacetamida (IAM); con este primer tratamiento se 
debe observar un incremento en la masa de 348 Da, lo cual indica la 
presencia de los tres puentes disulfuros correspondientes a los seis residuos 
de cisteína típicos de estas mini-proteínas (Poth et al., 2010); segundo, los 
ciclótidos deben ser metilados y digeridos enzimáticamente  utilizando 
endoproteinasa endo-GluC para linealizarlos, la cual ha sido ampliamente 
utilizada para este propósito y tiene la ventaja de que todos los ciclótidos, 
con la excepción de Kalata B12 tienen residuos de GluC en el loop 1; así 
mismo, algunos presentan residuos de GluC en la secuencia; por lo tanto, 
sólo hay un lugar específico donde la endo-GluC puede actuar y es en los 
residuos de GluC (Craik y Conibear, 2011).  
 
Tercero los fragmentos obtenidos con la enzima endo-GluC, son sometido a 
un tratamiento con tripsina o quimiotripsina para obtener fragmentos lineales; 
la tripsina ataca los enlaces peptídicos inmediatos a los aminoácidos básicos 
(arginina y leucina), mientras que la quimotripsina hidroliza los enlaces 
adyacentes a los aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina, triptófano, así 
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como la metionina, norleucina y norvalina (Poth et al., 2010).  Estos 
fragmentos producto de la digestión enzimática inicialmente son analizados 
con MALDI-TOF MS seguido por MS/MS-spray  o también pueden ser 
analizados empleando la degradación automática de Edman del péptido 
reducido y linealizado (Wang et al., 2008) como se presenta en la figura 9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Reacciones para determinar la secuencia y estructura de los 
ciclótidos (Poth et al., 2010). 
 
 
 
Ciclopéptido 
Péptido linealizado 
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En la figura 10 se muestra un ejemplo de la separación y secuenciamiento 
del ciclótido vhl-1 aislado de los tejidos de las hojas de Viola hederácea 
(Violaceae);  en este secuenciamiento se utilizó una combinación de tripsina 
y endo-GluC la cual produjo tres fragmentos, los cuales fueron secuenciados 
de forma individual y luego analizados para deducir la estructura del péptido 
circular (Craik y Conibear, 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Descripción general del aislamiento y secuenciación del ciclótido 
de V.hederaceae. (a) Elución por HPLC en fase reversa del extracto (parte 
superior) y purificación del ciclopéptido, pico 4(parte inferior). (b) Reducción 
de los enlaces disulfuro, seguido por la digestión con tripsina y endo-GluC 
obteniéndose los respectivos fragmentos; estos fueron después 
secuenciados usando espectrometría de masas y posteriormente fueron 
analizados para deducir la secuencia del ciclótido (Craik y Conibear, 2011). 
  
 
Para determinar la estructura tridimensional de los ciclótidos, se emplea 
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en dos dimensiones (RMN-2D); 
usando experimentos de tipo TOCSY, COSY y NOESY combinada 
simultáneamente con los cálculos de alineamiento, para determinar las 
conexiones y las posiciones de la estructura primaria del ciclótido (Craik y 
Conibear, 2011). 
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En la figura 11 se muestran los datos de RMN utilizados para calcular la 
estructura tridimensional de vhl-1, se incluye el espectro TOCSY (Figura 11a) 
el cual se utilizó para asignar los aminoácidos presentes; el espectro NOESY 
(Figura 11b) se uso para generar restricciones en la distancia; la estructura 
tridimensional completa se determinó mediante simulación basada en la 
distancia y el ángulo de las restricciones (Figura 11c). La figura 11d muestra 
la representación global del cual puede ser considerado como nudos cíclicos 
de cistina (NCC), en los loops están expuestas las cadenas de aminoácidos 
responsables de las diversas actividades de los ciclótidos (Craik y Conibear, 
2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Determinación de la estructura del ciclótido vhl-1 por RMN. Los 
espectros de RMN 2D son muy dispersos, los sistemas y conectividad de giro 
secuencial se determinó a partir del TOCSY (a) NOESY (b), respectivamente.  
El recorrido secuencial confirma la naturaleza cíclica del esqueleto péptidico.  
La estructura se determinó teniendo en cuenta las distancias interprotón, las 
constantes de acoplamiento y los datos de deuterio, (c). Los residuos 
numerados, la representación de las hojas de vhl-1 se muestra en (d) donde 
se resalta las características de un nudo cíclico de cistina y los elementos 
estructurales secundarios (Craik y Conibear, 2011). 
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2.1.8 Actividades biológicas de los ciclótidos 
 
Los ciclótidos en las plantas actúan como moléculas de defensa. La primera 
actividad reportada en los ciclótidos fue la uterotónica y poseen otras tales 
como insecticida, antimicrobiana, anti-VIH, anti-cáncer, hemolítica, 
antagonista de la neurotensina e inhibidora de la tripsina (Yeshak et al., 
2011). En la tabla 1 se resumen algunas de las bioactividades más 
destacadas de los ciclótidos. También han sido considerados de gran 
importancia en el campo medicinal y farmacéutico, al tener gran potencial 
como moléculas líderes para el desarrollo de nuevas drogas en las industrias 
farmacéutica y  nuevos agentes agroquímicos (Yeshak et al., 2011). 
 
Tabla 1. Actividades biológicas de algunos ciclótidos  
ESPECIE FAMILIA CICLÓTIDO ACTIVIDAD REFERENCIA 
Oldenlandia affinis Rubiaceae Kalata B1 Uterotónica Gran (1973) 
Chassalia parvifolia Rubiaceae Circulina A y B  
 
Hemolítica 
Tam et al.,(1999) 
Oldenlandia affinis Rubiaceae Kalata B1 Simonsen et al., (2008) 
Chassalia parvifolia Rubiaceae Cyclopsychotride Tam et al., (1999) 
Viola odorata Rubiaceae Cycloviolacina 
O2,O13,O14,O15,O24 
Ireland et al., (2006) 
Chassalia parvifolia Rubiaceae Circulina A-F  
 
Anti-VIH 
Göransson et al., (2000) 
Leonia cymosa Violaceae Cycloviolina A-D Hallock et al., (2000) 
Oldenlandia affinis Rubiaceae Kalata B1,B8 Daly et al., (2004) 
Viola hederaceae Violaceae Vhl-1 Chen et al., (2005) 
Palicourea condensata Rubiaceae Palicoureina Bokesch et al., (2001) 
Oldenlandia affinis Rubiaceae Kalata B1  
Antimicrobiana 
 
Tam et al., (1999) Psychotria longipes Rubiaceae Cyclopsychotride A 
Chassalia parvifolia Rubiaceae Circulina A y B 
Oldenlandia affinis Rubiaceae Kalata B1 
Kalata B2 
Insecticida 
 
Barbeta et al., (2008) 
Chassalia parvifolia Rubiaceae Ciculina A-F  
 
 
Citotóxica 
Göransson et al., (2000) 
Leonia cymosa Violaceae Cycloviolina A-D Hallock et al., (2000) 
Oldenlandia affinis Rubiaceae Kalata B1 Plan et al. ,(2007) 
Oldenlandia affinis Rubiaceae Kalata B8 Daly et al., (2006) 
Viola odorata Violaceae Cycloviolacina O2 Svangard et al., (2007) 
Viola tricolor Violaceae Vitri A  Svangard et al., (2004) 
Psychotria longipes Rubiaceae Cyclopsychotride A Tam et al., (1999) 
Psychotria longipes Rubiaceae Cyclopsychotride A Inhibición de la 
neurotensina 
Witherup et al., (1994) 
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Todas estas actividades parecerían que tienen la característica común de 
interactuar con las membranas y producir la desorganización de la misma; 
además, de formar poros grandes en las bicapas lipídicas, aunque las 
membranas probablemente sean el sitio de acción de su función natural en 
las plantas como moléculas de defensa. En general, los ciclótidos parecen 
tener preferencia por la fosfatidietanolamina, la cual le da mayor afinidad por 
las membranas en fase desordenada como sucede con el Kalata B1 (Craik, 
2012). 
 
 El amplio rango de actividades biológicas atribuidas a estas moléculas 
compactas se debe a la estabilidad provista por el nudo de cistina cíclico 
(NCC), el cual también está presente en una variedad de proteínas de 
insectos, plantas y animales, que comprende un anillo formado por dos 
enlaces disulfuro y un segmento de conexión por un tercer enlace disulfuro. 
En los ciclótidos, el nudo de cistina es el único incrustado dentro del 
esqueleto peptídico de cabeza a cola, lo cual justifica su alta estabilidad 
estructural; además, de los seis residuos de cisteína que contiene los 
ciclótidos la mayoría de los aminoácidos presentes en estos son tolerantes a 
ciertas variaciones en la cadena proteica (Ireland et al., 2010). 
 
 Por esta razón, se ha explorado el diseño de estas miniproteínas  cíclicas 
con el fin de desarrollar  análogos sintéticos, metabólicamente estables, en 
los que se pueda desligar la acción farmacológica específica de la 
citotoxicidad para producir modelos terapéuticos potenciales. Sobre esta 
estructura podrían injertarse aminoácidos diferentes a los de la secuencia 
nativa para obtener nuevas funcionalidades y actividades (Broussalis y 
Ferraro, 2006). 
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El descubrimiento inicial del primer ciclótido Kalata B1 fue motivado por la 
observación de las contracciones uterinas después de la ingestión de una 
infusión de las hojas de la planta Oldenlandia affinis, debido a que el péptido 
podría seguir siendo activo después de ser hervido (Craik et al., 2010). Este 
y otros aspectos biológicos así como las actividades de los ciclótidos han 
sido ampliamente investigados como agentes anti-VIH, 
citotóxicos/antitumorales, insecticidas, antimicrobiano, y con actividades 
hemolíticas así como de la inhibición de la tripsina y la neurotensina (Ireland 
et al., 2008).  
 
La actividad anti-VIH, se observó por primera vez y fue llevada a cabo por el 
Instituto Nacional del cáncer en EE.UU como resultado de un tamizaje de  
productos naturales a los cuales se les realizó  análisis de RMN y se 
determinó la presencia de dos péptidos que eran resistentes al péptido 
estándar; además, se ejecutaron métodos de secuenciación y se 
consideraron como péptidos con actividad anti-VIH (Ireland et al., 2008). 
 
La actividad hemolítica fue una de las primeras actividades descubiertas para 
el ciclótido Viola 1. Numerosos ciclótidos presentan esta actividad y la 
mayoría suelen tener potencia débil, al ser comparados con la melitina un 
péptido con veintiséis (26) residuos de aminoácidos obtenido a partir del 
veneno de abeja, el cual se utiliza como estándar en el ensayo para la 
determinación de la actividad hemolítica (Craik, 2010). 
 
Las actividades que han sido mencionadas hasta el momento son 
interesantes desde la perspectiva de la toxicología o la química farmacéutica; 
sin embargo, la verdadera razón por la cual los ciclótidos son producidos por 
las plantas es para intervenir en los mecanismos de defensa contra plagas; 
es por esto que el papel principal de los ciclótidos es comportarse como  
agentes insecticidas en los cultivos (Craik, 2012). 
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Específicamente, los ciclótidos pueden causar un retraso marcado del 
crecimiento y desarrollo de los insectos lepidópteros del genero Helicoverpa 
cuando son incorporados en las dietas suministradas a estos insectos.  Sin 
embargo, los ciclótidos también son activos contra los caracoles y  
nemátodos en general (Craik, 2010). 
 
Los estudios antimicrobianos que se han realizado han demostrado que 
algunos ciclótidos actúan con mecanismos variados sobre diferentes clases 
de bacterias; por ejemplo, el Kalata B1 presentó actividad frente a la bacteria 
Gram-positiva Staphylococcus aureus; mientras que circulina A y 
cyclopsychotride A actuaron contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas.  La actividad antimicrobiana  de Kalata B1 disminuyó cuando se 
eliminó la carga positiva, lo cual sugiere que las interacciones electrostáticas 
con los microorganismos son importantes para esta bioactividad (Tam et al., 
1999). 
 
Con respecto a la actividad antifúngica, los estudios realizados con los 
ciclopéptidos han señalado que esta actividad es inhibida cuando la proteína 
es alcalina; es decir, cuando la miniproteína tiene carga neta cero (Kelemu et 
al., 2004). 
 
Se ha estudiando, el ciclótido kalata B1 al cual se le  reemplazó un residuo 
de cisteína  por uno de alanina (Ala).  Con este estudio se encontró que 
cualquier residuo, además de Trp23 y Pro24, podría ser reemplazado por Ala 
y el ciclótido mutado, continuaba con la conformación del nudo de cistina 
cíclico (NCC).   
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Cuando se examinó la actividad insecticida del ciclótido mutado parecía que 
la sustitución de cualquiera de los residuos con Ala disminuía esta actividad, 
a pesar de que el ciclótido mutado tenía la misma conformación estructural 
que la del ciclótido original (Craik, 2010).  
 
Al parecer el residuo de GluC en el loop uno (1) tiene un papel importante en 
la rigidez estructural del ciclótido, debido a que forma una red de enlaces de 
hidrógeno entre el loop uno (1) y dos residuos del loop tres (3) (Craik, 2010). 
 
En el Kalata B1, estos residuos corresponden a Asn15 y Thr16; otros 
estudios también demostraron que el residuo de GluC es vital para las 
actividades biológicas de los ciclótidos; por ejemplo, la actividad citotóxica 
del ciclótido cycloviolacin O2 se reduce notablemente con la metilación de 
este grupo.  La importancia de la red de la secuencia de los enlaces de 
hidrógeno formados por GluC fue confirmada en el estudio realizado al 
ciclótido varv-F, donde se utilizaron técnicas de rayos-X y RMN las cuales 
permitieron observar estos enlaces (Craik, 2010).  
 
 Principalmente el residuo de GluC y los residuos hidrofílicos parecen estar 
implicados en la actividad insecticida; sin embargo, los residuos hidrofóbicos 
también son determinantes debido a que algunos  estudios demostraron  que 
los ciclótidos están ligados a lípidos, las interacciones con las membranas 
como se muestra en la figura 12 (Craik, 2010). 
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Figura 12. Representación esquemática de las principales características 
estructurales de los ciclótidos implicados en la unión entre la membrana y su 
bioactividad. (A) Muestra la superficie expuesta de los residuos hidrofóbicos 
(oscuros) del ciclótido varv-F.  (B) Muestra la orientación correspondiente a la 
interacción de la región hidrofóbica con la superficie de dodecilfosfocolina 
(DPC) que se utiliza como un modelo de unión a la membrana; con este 
modo de enlaceun grupo GluC-7sale, el cual es de gran importancia para la 
bioactividad. (C) Muestra la formación de poros en la membrana, que está 
implicada con la actividad insecticida de los ciclótidos.  Ciclótido aislado (a) 
se muestra la asociación con la membrana en (b) y luego entra a la 
membrana (c) que finalmente conduce a la formación de poros (d) (Craik, 
2010). 
 
2.2 GENERALIDADES DE LA FAMILIA VIOLACEAE 
 
La familia Violaceae contiene 22 géneros y 930 especies, se divide en tres 
subfamilias Fucispermoideae, Leonioideae y  Violoideae, esta contiene la 
mayoría de géneros. Dentro de la subfamilia Fucispermoideae se encuentra 
el género Fucispermum y dentro de Leonioideae el Leonia.    Violoideae se 
divide en dos tribus Rinoreeae y Violeae.  La tribu Rinoreeae se divide en la 
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subtribu Rinoreinae dentro de esta subtribu se encuentra el género 
Gloeospermum,  subtribu Hymenantherinae, subtribu Isodendriinae y subtribu 
Paypayrolinae (Burman et al., 2010). 
 
2.2.1 Descripción morfológica de la familia Violaceae 
 
Son plantas herbáceas o leñosas (yerbas o árboles) con hojas esparcidas u  
opuestas, generalmente con estípulas; flores solitarias o inflorescencias 
diversas con dos bractéolas en el pedúmelo, generalmente hermafroditas.  El 
fruto es generalmente una cápsula o baya; semilla con endospermo oleífero 
(García, 1998). 
2.2.2 Distribución geográfica de la familia Violaceae 
 
Es de destacar que la familia Violaceae está bien representada en la flora 
Colombiana (García, 1998). 
 
En Colombia  se encuentran 12 especies pertenecientes a la familia 
Violaceae (García, 1998), las cuales están  distribuidas en la Amazonía, la 
Orinoquía, la Costa atlántica, la Costa pacífica, yen los departamentos 
andinos (Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Colombia, 
Sede Bogotá, 2012). 
 
2.2.3 Taxonomía del género Gloeospermum 
 
A continuación se presenta la designación taxonómica de la especie 
trabajada en esta investigación (Instituto de Ciencias Naturales, Universidad 
Nacional de Colombia, Sede Bogotá, 2012). 
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Nombre Científico: Gloespermum sphaerocarpum 
Reino: Plantae 
Phyllum: Magnoliophyta 
Clase: Magnoliopsida 
Orden: Violales 
Familia: Violaceae 
Género: Gloeospermum 
Epíteto Específico: sphaerocarpum 
Autor Epíteto Específico:  
Triana&Planch. 
        Figura 13. Gloespermumsphaerocarpum Triana & Planch (Violoceae) 
(Fuente GB-PN). 
2.2.3.1Descripción morfológica del género Gloeospermum 
 
Todas las especies del género Gloeospermum tienen hojas notablemente 
membranosas. La flor se caracteriza por ser pequeña y blanca.  El fruto es 
una baya pequeña y redonda (Alwy, 1996). 
2.2.3.2 Distribución geográfica del género Gloeospermum 
 
El género Gloeospermum se encuentra en América tropical distribuidas en 
Centroamérica desde Honduras a Panamá, en Suramérica desde Colombia 
hasta Bolivia y Brasil.  Comprende unas 18 especies siendo Ecuador y 
Panamá los países con mayor número de ellas como se presenta en la tabla 
2 (Missouri Botanical Garden, 2012).  
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Tabla 2. Distribución geográfica del género Gloeospermum en Colombia 
(Missouri Botanical Garden, 2012). 
 
GÉNERO PAÍS 
Gloeospermum andinum Perú 
Gloeospermum blakeanum Panamá 
Gloeospermum boreale Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panamá 
Gloeospermum dichotomum Colombia (Magdalena), Panamá 
Gloeospermum diversipetalum Costa Rica, Panamá 
Gloeospermum eneidense Panamá 
Gloeospermum equatoriense Bolivia, Perú, Ecuador, Colombia 
(Amazonas, Caquetá, Chocó) 
Gloeospermum falcatum Ecuador, Colombia (Antioquia) 
Gloeospermum ferrugneostictum Panamá 
Gloeospermum grandifolium Ecuador, Colombia (Nariño, Chocó) 
Gloeospermum longifolium Perú, Ecuador, Colombia (Antioquia, Chocó) 
Gloeospermum martii Brasil 
Gloeospermum pauciflorum Panamá 
Gloeospermum pilosum Perú 
Gloeospermum portobelense Panamá 
Gloeospermum pubescens Perú 
Gloeospermum sclerophyllum Colombia (Chocó, Valle del Cauca) 
 
 
Gloeospermum sphaerocarpum 
Brasil, Bolivia, Perú, Venezuela, Guyana, 
Panamá,  en Colombia se encuentra en  
(Amazonía, Orinoquía, Costa atlántica, 
Costa pacífica, y departamentos andinos). 
 
 
 
2.2.2 Ciclótidos aislados de la familia Violaceae 
 
Aunque se han encontrado ciclótidos en las familias Rubiaceae, Violaceae, 
Cucurbitaceae, Apocynaceae y Fabaceae se ha descubierto que los 
ciclótidos tiene una alta prevalencia en las plantas de la familia Violaceae, 
debido a que en todas las especies de esta familia estudiadas hasta el 
momento, se han encontrado ciclótidos (Poth et al., 2010).  El número de 
ciclótidos en la familia Violaceae se estima que sea mayor a 9000 (Simonsen 
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et al., 2005).  En la tabla 3 se presentan algunos de los ciclótidos aislados de 
la familia Violaceae 
Tabla 3. Algunos ciclótidos asilados de la familia Violaceae reportados en 
Cybase (Wang et al., 2008b) 
ESPECIE CICLÓTIDO 
Viola odorata 
Viola baoshanensis 
Kalata B1 
Viola odorata Cycloviolacina O2,O13,O14,O15,O24 
Leonia cymosa Cycloviolina A-D 
Viola hederaceae Vhl-1 
Viola arvensis Murray Varv A 
Viola hederaceae Cycloviolacin H1 
Viola cotyledon Ging Vico A 
Hybanthus parviflorus Hypa A 
Leonia cymosa Cycloviolina A-D 
Viola odorata Cycloviolacina O2 
Viola tricolor Vitri A 
 
Gloeospermum pauciflorum 
Glopa A 
Glopa B 
 Glopa C 
 Globa B 
 
 
 
 
Gloeospermum blakeanum 
Globa A 
Globa B 
Globa C 
Globa D 
Globa E 
Globa F 
Globa G 
 
2.3 GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFIA 
 
La cromatografía es un método utilizado para la separación delos 
constituyentes de una mezcla en sus componentes individuales, y sin duda 
es el procedimiento más importante para aislar y purificar sustancias 
químicas(Miller, 2005). 
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Para separar compuestos presentes en las muestras de interés se utiliza la 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), cromatografía de gases 
(CG), o electroforesis capilar (EC);  estas técnicas pueden estar acopladas 
con técnicas de detección espectroscópica como espectrometría de masas 
(EM) y resonancia magnética nuclear (RMN) dando origen a las técnicas 
acopladas como EC-EM, CG-EM, HPLC-EM y HPLC-RMN (Sarker et 
al.,2010). 
 
2.3.1 Cromatografía de capa fina (CCD) 
 
La cromatografía de capa fina es la técnica más fácil y barata para el 
aislamiento de productos naturales.  La CCD se aplica en la detección y 
seguimiento de los compuestos durante el proceso de separación (Sarker et 
al., 2010). 
 
2.3.2 Cromatografía  de columna (CC) 
 
 En este tipo de cromatografía la fase móvil es líquida y pasa a través  de la 
fase estacionaria sólida, que está retenida en un tubo cilíndrico.  La elución 
consiste en hacer pasar mediante gravedad o por cualquier otro 
procedimiento mecánico la fase liquida sobre el soporte y recoger las 
fracciones obtenidas en el estudio (Sarker et al., 2010). 
 
Las adiciones sucesivas de la fase móvil ayudan a separar  las moléculas de 
la muestra y es allí donde se logra el aislamiento de la especie en estudio 
(Sarker et al., 2010). 
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2.3.3Cromatografía en columna flash (CCF) 
 
En este tipo de cromatografía una presión se ejerce en la parte superior de la 
columna para aumentar la velocidad de flujo de la fase móvil y obtener una 
mejor resolución en la separación.   
 
El tamaño de partícula usado en silica gel es de 40-60 μm.  La columna de 
vidrio debe tener un espesor adecuado para soportar la presión ejercida 
sobre esta (Sarker et al., 2010). La cromatografía Flash difiere de la 
cromatografía tradicional en columna, básicamente por el tamaño de las 
partículas del soporte, que es menor, y en la  mayor contrapresión causada 
por las mismas que obliga al uso de una fuente de presión para generar el 
caudal de la fase móvil necesario en columna (Sarker et al., 2010). 
2.3.4 Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) 
 
Esta técnica es una de las más utilizadas debido a su fácil adaptación y a su 
capacidad para la separación de especies no volátiles; además es capaz de 
separar mezclas con un gran número de analitos similares estructuralmente, 
y obtener excelentes separaciones en un  tiempo corto (Meyer, 2010). 
 
Las sustancias más comúnmente separadas mediante esta técnica son: 
aminoácidos, proteínas, azúcares, ácidos nucleicos, hidrocarburos, fármacos, 
terpenoides, plaguicidas, antibióticos, esteroides, compuestos órgano-
metálicos al igual que una gran variedad de sustancias inorgánicas (Sarker et 
al., 2010). 
 
En la tabla 4 se muestran algunas de las condiciones reportadas para el 
aislamiento y purificación de ciclótidos utilizando la técnica de cromatografía 
líquida de alta eficiencia (HPLC). 
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Tabla 4. Condiciones para la purificación de ciclótidos por HPLC preparativo 
o semipreparativo 
 
 
COLUMNA 
C18/LONGITUD 
 
FLUJO  
mL/min 
 
SISTEMA 
 
λ 
(nm) 
 
REFERENCIA 
 
 
 
 
(250x22 mm,5 μm) 
 
 
4 
 
 
 
1 
 
Gradiente 25% CH3CN- TFA (0.1%) a 
60% CH3CN-TFA (0.1%) durante 30 
minutos. 
 
Gradiente CH3CN-i-prOH (6/4), TFA 
(0.1%) (45:48%) durante 40 minutos. 
 
 
 
 
 
200 
300 
 
 
 
(Broussalis et al., 2001) 
 
 
(250x20 mm,10 μm) 
 
5 
 
Sistema: CH3CN- CF3COOH(0.05% 
(10:60% ) x 45 minutos 
 
 
NR 
 
(Burman et al., 2010) 
 
 
(250×10 mm,15μm) 
 
 
8 
 
Sistema A: (H2O-CF3COOH; 10: 
0.005 v/v) 
Sistema B: (CH3CN-H2O-CF3COOH) 
(9:1:0.005 v/v). 
Eluido con un gradiente de (20:80%) 
del sistema B × 70 min. 
 
 
 
NR 
 
 
(Ireland et al., 2006) 
 
 
 
(250×10 mm,15μm) 
 
 
 
 
3 
 
Sistema A: CF3COOH(0.5%)-H2O 
SistemaB: CF3COOH (0.5%) -CH3CN 
(90:10%)- H2O. 
Eluido con un gradiente Eluido con un 
gradiente de (20:80%) del sistema B 
× 70 min. 
 
 
 
 
NR 
 
 
 
(Colgrave et al., 2010) 
 
 
(250×4.6 mm,5 μm) 
 
1 
 
Sistema: CH3CN - CF3COOH 
(0.05%)  (10:60% ) × 45 min. 
 
NR 
 
(Burman et al., 2010) 
NR= No reportada 
 
 
2.4 GENERALIDADES DE  LA ELECTROFORESIS 
 
La electroforesis es una técnica para la separación de moléculas según la 
movilidad de estas frente a un campo eléctrico a través de una matriz porosa, 
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la cual finalmente las separa por tamaños moleculares y carga eléctrica, 
dependiendo de la técnica que se use y de la porosidad del gel (Nelson et al., 
2001).   
 
La muestra se deposita en forma de una mancha transversal en el gel. La 
distancia de migración se mide en relación a un marcador interno. Las placas 
son reveladas con sales de plata, azul de Coomassie, o reactivos específicos  
(Nelson et al., 2001). 
 
La electroforesis de proteínas se realiza sobre matrices de geles, el de 
almidón fue la primera matriz de gel en ser utilizada para electroforesis.  Más 
tarde, los geles de agarosa y poliacrilamida resultaron ser mejores. Los geles 
de poliacrilamida son el resultado de la polimerización del monómero de 
acrilamida y la bis-acrilamida (N,N´-metilbisacrilamida) en presencia de 
persulfato de amonio (PSA) y la tetrametiletiléndiamina (TEMED) como se 
muestra en la figura 14 (Mordacq et al., 1994).  Al variar la cantidad de 
acrilamida en la mezcla de polimerización se puede modificar la cantidad de 
entrecruzamientos en el polímero, dándose un aumento en el tamaño de los 
poros dentro de la matriz de poliacrilamida; de esta manera, se pueden 
realizar varias modificaciones para obtener geles con características de 
porosidad específicas según sea necesario (Mordacq et al., 1994). 
 
La TEMED se emplea como co-catalizador de esta reacción porque causa la 
formación de radicales libres de PSA, el cual a su vez, activa al monómero 
de acrilamida para que se inicie y se dé el proceso de polimerización.  Las 
cadenas de poliacrilamida se entrecruzan al azar con la bis-acrilamida, 
formándose así una red de porosidad uniforme (Campbell et al., 2006). 
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Figura 14.  Formación  de los geles de poliacrilamida (Mordacq et al., 1994). 
 
La electroforesis en geles de poliacrilamida es el procedimiento más 
ampliamente utilizado en  bioquímica y  biología molecular contemporánea, 
con esta electroforesis se pueden separar las proteínas individual e incluso 
aquellas que son estructuralmente muy similares unas de otras (Nelson et al., 
2001). 
 
 
Bis-acrilamida 
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La electroforesis SDS-PAGE se utiliza el gel de poliacrilamida como material 
de soporte (matriz) y un detergente aniónico dodecilsulfato de sodio (SDS) 
que está incluido en el tampón de electroforesis.  La muestra a analizar  debe 
ser tratada previamente con un agente reductor, como el 2-mecaptoetanol y 
con SDS en presencia de calor.  El 2-mercaptoetanol reduce los posibles 
puentes disulfuro presentes en las proteínas a analizar, al ser el SDS, un 
agente desnaturalizante separa las cadenas (Campbell et al., 2006).   
Después de este proceso, las proteínas que se encuentran en las muestras 
se quedan totalmente desnaturalizadas y cargadas negativamente.   
 
Una vez finalizada la electroforesis las proteínas son visualizadas al tratarlas 
con un colorante como el azul de Coomassie, el cual se une a la proteína no 
al gel (Campbell et al., 2006).  Esto se logra porque la interacción entre el 
SDS y el péptido durante el proceso produce un complejo SDS-péptido, el 
cual puede ser detectado con la tinción con azul de Coomassie (Sarfo et al., 
2003).  En ciertas oportunidades también se emplea como agente de 
detección de las miniproteínas la tinción con nitrato de plata (Campbell et al., 
2006).   
 
2.5 GENERALIDADES SOBRE ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS) 
 
 Esta es una técnica analítica en la que los átomos o moléculas de una 
muestra son ionizados, con mayor frecuencia positivamente, separados por 
su relación masa/carga (m/z) y posteriormente detectados y registrados. Las 
ventajas de esta técnica se puede resumir en los siguientes aspectos: I) 
Proporciona una insuperable especificidad en la determinación del peso 
molecular, debido a la posibilidad de medir exactamente la masa molecular 
así como obtener información a partir de los fragmentos iónicos de un 
analito. 
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II) Su sensibilidad es muy elevada, la técnica de MS permite detectar una 
molécula única. Se han detectado moléculas en cantidades de attomoles (10–
18 moles) y femtomoles (10–15 moles).III) Es muy versátil, puesto que permite 
determinar la estructura de  tipos de compuestos muy diversos. Es aplicable 
a los elementos y a todo tipo de muestras, volátiles, no volátiles, polares y 
apolares, sólidos, líquidos y gases (Martín y Ballesteros, 2010).  
 
IV) En combinación con las técnicas de separación de alta resolución, es la 
más calificada para analizar muestras complejas; por esta razón, es una 
tecnología analítica esencial en el contexto de la proteómica actual debido a 
su alta capacidad de análisis, su sensibilidad y su precisión en la 
determinación de masas moleculares proteicas(Martín y Ballesteros, 2010).  
 
Los espectrómetros de masas utilizados en el análisis de proteínas o 
péptidos pueden ser divididos básicamente en dos partes: 
 
1. Fuente de iones: genera e introduce los iones analitos en el 
instrumento,  habitualmente se utilizan dos tipos de técnicas de ionización: 
 
 Ionización Electrospray (ESI): Ionización por electronebulización. 
 
Ionización/Desorption Matriz-Assisted Laser (MALDI): 
(desorción/ionización mediante láser asistida por matriz). Esta fuente de 
ionización suele asociarse a un analizador de tiempo de vuelo (TOF, Time-
Of-Flight) en el que los iones se separan en función de su relación 
masa/carga (m/z) tras ser acelerados en un campo eléctrico, o un 
analizador TOF/TOF(TOF/TOF, Time-Of-Flight/Time-Of-Flight)  que 
proporciona un mejor enfoque de los iones y, por tanto, mayor  resolución 
y precisión másicas (Khatun et al., 2007). 
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 En el primer TOF los iones son acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la 
fragmentación metaestable. Mediante un pulsador se selecciona un  
determinado ión padre y sus iones fragmento, que son acelerados a un 
potencial mayor y separados en el segundo TOF (Khatun et al., 2007). 
 
2. Detector para medir las masas de los iones generados. 
 
Para la identificación de proteínas se puede realizar directamente por 
espectrometría de masas, o el punto de partida puede ser diferente. 
Se puede partir de proteínas separadas mediante electroforesis 1D o 2D 
PAGE las cuales deben ser recortadas directamente del gel donde han sido 
separadas (Khatun et al.,2007). 
 
Este proceso (“picado” de spots) se lleva a cabo en una estación automática 
de picado de geles, con el uso de un robot se evita la manipulación del gel y 
la posible contaminación con queratinas del operario, también se puede 
hacer manual pero se debe realizar con  extrema protección y limpieza.  En 
ambos casos (proteínas separadas en gel o proteínas en solución), el 
siguiente paso del procedimiento sería la reducción de los enlaces disulfuros 
y la digestión de las mismas, mediante proteasas específicas (generalmente 
tripsina), que genera un conjunto de fragmentos del  péptido inicial que 
deben ser analizados por espectrometría de masas siguiendo diferentes 
metodologías (Khatun et al., 2007). 
 
2.5.1 Identificación de proteínas mediante Huella Peptídica MS-MS/MS 
(MALDI-TOF-TOF) 
 
Los péptidos resultantes de la digestión de las proteínas (generalmente 
separadas mediante electroforesis 1 D o 2D PAGE) se depositan muestra a 
muestra sobre una placa MALDI junto con una matriz ácida (α-ciano-4-
hidroxicinámico) (Khatun et al., 2007). 
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Las muestras depositadas, son analizadas mediante espectrometría de 
masas MALDITOF/ TOF, obteniéndose un espectro de masas (MS) 
denominado “Huella Peptídica”. Adicionalmente, se obtienen espectros de 
fragmentación (MS/MS) de las 3-5 masas mayoritarias dentro de cada una de 
las huellas peptídicas. La identificación de las proteínas se realiza 
automáticamente mediante el sistema GPS (Global Protein Server) acoplado 
a los datos del TOF-TOF, combinando ambos tipos de espectros (MS-
MS/MS) obtenidos para cada muestra y usando como motor de búsqueda 
MASCOT (MatrixScience, UK) sobre bases de datos públicas de secuencias 
de proteínas (Khatun et al., 2007). 
 
2.5.2 LC 1D Trampa de Iones/ LC 2D Trampa de Iones 
 
Los péptidos obtenidos de la digestión de proteínas (generalmente 
procedentes demuestras líquidas: fracciones cromatográficas o un extracto 
proteico que contenga mezcla de proteínas) son separados por 
cromatografía líquida (LC 1D: separación cromatográfica de fase reversa en 
un nanoHPLC ó LC 2D: separación cromatográfica de intercambio catiónico 
fuerte (SCX) en un microHPLC, seguida de una separación cromatográfica 
de fase reversa en un nanoHPLC) (Khatun et al., 2007). 
 
Una vez separados los péptidos se analizan en un espectrómetro de masas 
tipo  trampa de iones con fuente de ionización de electrospray (ESI) o 
electronebulización. En este caso, se obtienen los espectros de 
fragmentación de cada una de las masas que detecta el espectrómetro de 
masas (Khatun et al., 2007). 
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Estas técnicas permiten el análisis en tiempo real de péptidos individuales 
presentes en la mezcla mediante la fragmentación de los mismos y la 
obtención de espectros de fragmentación o espectros MS/MS (Khatun et al., 
2007). 
La identificación de proteínas se realiza, de igual forma que en el numeral 
anterior  (Khatun et al., 2007).  
 
2.6 ASPECTOS GENERALES DE LA ENZIMA α-GLUCOSIDASA 
 
Las glucosidasas también conocidas como glucósido hidrolasas son las 
enzimas responsables de la división y la transferencia de los grupos 
glucosídicos para generar glucósidos menores, vitales para el crecimiento 
normal y desenvolvimiento celular. Estas se encuentran ampliamente 
distribuidas en mamíferos, plantas y microorganismos (Borges de Melo y 
Carvalho, 2006). En las bacterias y las células procariotas, están tanto en 
forma de enzima intracelular como extracelular y están muy involucradas en 
el proceso de adquisición de nutrientes (Borges de Melo y Carvalho, 2006). 
 
 En los organismos superiores las glucosidasas se encuentran en el retículo 
endoplasmático y en el aparato de golgi donde participan en el 
procesamiento de las glicoproteínas; también están presentes en los 
lisosomas, como enzimas vinculadas a la degradación estructural de 
carbohidratos complejos y de altos pesos moleculares. Además, estas 
enzimas se encuentran en el tracto intestinal y en la saliva, donde degradan 
los hidratos de carbono complejos como el almidón, la lactosa, y  la sacarosa 
(Borges de Melo y Carvalho, 2006). 
 
Sus inhibidores pueden ser muy útiles para el control de la hipoglicemia 
posprandial, que es la causa principal de la diabetes y la obesidad 
(Harinantenainaet al., 2008).  Los inhibidores de la α-glucosidasa además de 
tratar la obesidad y la diabetes, también  pueden ser utilizados para tratar 
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enfermedades como cáncer y el VIH (Oh et al., 2010).  A nivel bioquímico 
este efecto se puede vincular al papel de las glucosidasas en el metabolismo 
de los azúcares, al retrasar la ruptura de los carbohidratos complejos y por 
lotanto contribuyen a regular los niveles de azúcar sanguíneo. 
 
 La inhibición de la α-glucosidasa tiene un efecto profundo sobre la estructura  
del glicano (polisacárido constituidos por moléculas de β-glucosa)  que a su 
vez  tiene  efectos  en la maduración, transporte, secreción y funcionamiento 
de las glicoproteínas, el resultado final de esto es la alteración de la 
interrelación célula-célula o célula-virus; de esta manera, la inhibición  de la 
α-glucosidasa puede retardar el crecimiento y propagación de virus (Oh et 
al., 2010). 
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3. JUSTIFICACION 
 
Gracias a la localización ecuatorial de Colombia  y a la presencia del 
complejo sistema montañoso, el país posee una gran diversidad climática, 
eco-sistemática y biótica (Cárdenas et al., 2006). Por esta razón, que 
Colombia posee entre 40.000 y 45.000 especies de plantas, lo que equivale 
al 10 o 20% del total de especies de plantas a nivel mundial (Cárdenas et 
al.,2006)  esto es de suma importancia y se constituye en un objetivo para el 
estudio fitoquímico de las especies. 
 
 A lo largo de los siglos, los seres humanos han dependido de la naturaleza 
para satisfacer sus necesidades básicas como la producción de alimentos, 
refugios, ropa, medio de transporte, fertilizantes, sabores, fragancias y 
medicinas; las plantas han sido la base de sofisticados sistemas de medicina 
tradicional que han proporcionado durante miles de años y seguirán 
suministrando a la humanidad nuevas medicinas.  Hasta la fecha cerca de 50 
medicamentos provienen de plantas, la existencia de productos 
farmacéuticos por descubrir es una de las razones más importantes para el 
estudio de las plantas (Fakim et al., 2006). Una de las moléculas de gran 
trascendencia encontradas en las plantas son los ciclótidos (mini-proteínas 
ciclicas). 
 
 Los ciclótidos son de interés debido a su notable estabilidad, a su gran 
distribución en determinadas familias de plantas y a que son verdaderos 
productos sintetizados ribosómicamente por las plantas; además, de sus 
aplicaciones prometedoras en el diseño de fármacos y de nuevos agentes en 
el control de plagas en el sector agrícola; por otro lado, en la familia 
Violaceae se han aislado ciclótidos (Craik y Conibear, 2011) los cuales 
presentan diversas actividades biológicas. Al mismo tiempo, no existen 
reportes en la literatura sobre la evaluación fitoquímica, las actividades 
biológicas, ni la naturaleza de los ciclótidos de Gloeospermun 
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sphaerocarpum Triana & Planch (Violaceae) y teniendo en cuenta que 
Colombia pose una  amplia flora, esta especie se convierte en un objetivo de 
estudio; además, se determinará si los ciclótidos que se encuentren en esta 
especie están en capacidad de inhibir la enzima α-glucosidasa; estos son 
agentes de interés terapéutico,  puesto que tienen actividad contra virus,  
inhiben el crecimiento tumoral,  la metástasis, la diabetes, la enfermedad de 
Gaucher y otros síndromes relacionados con el almacenamiento lisosomal de 
glicoesfingolípidos (Borges de Melo y Carvalho, 2006). También, pueden ser 
utilizados como inhibidores en agente agroquímicos. Los inhibidores de α-
glucosidasa además  han sido estudiados como agentes anti-VIH potenciales 
con gran influencia en el ciclo de replicación viral (Borges de Melo y 
Carvalho, 2006). 
 
Los ciclótidos tienen un futuro prometedor porque podrían tener aplicaciones 
en diferentes áreas como la producción industrial de fármacos al ser aislados 
directamente de plantas o mediante su obtención por síntesis, debido a que 
los péptidos lineales suelen ser inestables y a nivel celular son degradados 
rápidamente por enzimas en fragmentos inactivos (Jagadish et al.,2010).  
Este inconveniente puede ser superado por la industria farmacéutica con el 
empleo de la estructura de NCC de los ciclótidos, como base para el 
desarrollo de nuevos medicamentos. 
 
Otra aplicación estaría enfocada a la agricultura en donde el papel insecticida 
de los ciclótidos podría ser transferido a cultivos específicos a través de 
técnicas de ingeniería genética, protegiendo así  las nuevas variedades de 
cultivos contra las plagas que los depredan; además, se pueden producir 
novedosos  agroquímicos con una estabilidad excepcional contra diversas 
plagas (Craik y Conibear, 2011). 
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Con la realización de este trabajo se pretende el aislamiento de ciclótidos 
que también inhiban la α-glucosidasa, porque puede ser un aporte importante 
para la industria farmacéutica, convirtiéndose así en una opción para el 
tratamiento de enfermedades causadas por enzimas como las α-glucosidasa 
presentes en el hombre y en microorganismo; además, aprovechar una de 
las características fundamentales de los ciclótidos al ser resistentes a la 
degradación química y enzimática (Yeshak et al., 2011). 
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4. OBJETIVOS 
 
 
4.1 OBJETIVO GENERAL 
 
 Caracterizar ciclótidos con actividad inhibitoria contra la α-glucosidasa 
presentes en  la especie Gloeospermum sphaerocarpum Triana & 
Planch (Violaceae). 
 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Extraer los ciclótidos presentes en la especie Gloeospermum 
sphaerocarpum Triana  & Planch (Violaceae).  
 
 Aislar un ciclótido  en el extracto metanólico a través de técnicas 
cromatográficas. 
 
 Identificar la estructura de un ciclótido aislado de Gloeospermum 
sphaerocarpum Triana & Planch (Violaceae) a través de técnicas 
espectroscópicas y espectrométricas. 
 
 Evaluar la actividad inhibitoria contra la α-glucosidasa del extracto de 
Gloeospermum sphaerocarpum Triana & Planch (Violaceae). 
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5. SECCIÓN EXPERIMENTAL 
 
5.1 MATERIALES 
 
5.1.1  Reactivos 
 
Para los procesos de extracción, separaciones cromatográficas y reveladores 
para cromatografía de capa delgada se usaron diversos solventes analíticos. 
Las fases estacionarias que se emplearon para las cromatografías de 
columna fueron poliamida DPA 6STM, octadecilsilano C18 Supelco (St. Louis, 
Missouri, USA); SephadexTM G-10 Ge Healthcare (Sweden, Estocolomo, 
Europa) y las placas de silica gel para cromatografía de capa delgada se 
adquirieron de Merck (Frankfurther, Darmstadt, Alemania). 
 
En las electroforesis realizadas se utilizó Tricina Bio-rad (Philadelphia, 
California, USA), acrilamida, bisacrilamida y buffer tris Promega (Madison, 
Winsconsin, USA). El marcador de peso molecular 1.060-26.600 Da se 
adquirió de Sigma (St. Louis, Missouri, USA); en HPLC se utilizaron 
solventes grado HPLC Mallinckrodt (Kansas City,Missouri, USA) tales como 
CH3CN y MeOH.  La enzimaα-glucosidasa tipo V: procedente de arroz y el 
sustrato usado fue el 4-Nitrofenil-α-D-glucopiranosido ambos fueron de 
Sigma (St. Louis, Missouri, USA). 
 
5.1.2 Materiales y equipos 
 
 Balanza anlítica (Ohaus Adventurer) (Managua, Col. Lindavista, 
México) 
 Refrigerador para el almacenamiento de productos químicos LG 
Electronics (Paterson, New Jersey, USA) 
 pH-metro Fisher Scientific AB 15 (Pittsburg, Pensilvania,USA) 
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 Micropipetas Eppendorf de presión de 0-10, 10-100 y 100-1000 μL 
(Barkhausenweg, Hamburg, Alemania) 
 Material de vidrio Schott-Duran (Tirschenreuth, Datenshutz, Alemania) 
 Cámara de electroforesis vertical Protean II Bio-Rad (Hercules, 
California, USA) 
 HPLC analítico Agilent 1100 (Santa Clara, California, USA) 
 HPLC preparativo Agilent 1100 (Santa Clara, California, USA) 
 LC-MSD-Trap-SL Agilent 1100 (Santa Clara,California, USA) 
 Rotaevaporador laborata 4000 Heidolph (Bayern, Baviera, Alemania) 
 Espectrofotómetro UV-Vis light 5X Schott Instruments (Tirschenreuth, 
Datenshutz, Alemania) 
 Baño termóstatico Memert WBU 45 (Bayern, Baviera, Alemania) 
 LC-MS/MS con un Ultimate nano-LC system (LC Packings)  y un 
QSTAR XL Q-TOF espectrómetro de masas híbrido (ABSciex) 
(Philadephia, Pensilvania,USA). 
 
5.1.3 Material vegetal 
 
La parte área de la especie Gloeospermum sphaerocarpum Triana & Planch 
(Violacaea) fueron recolectadas en Julio de 2009 en  Norcasia (Caldas, 
Colombia) con las siguientes coordenadas  N 05°33´48.8´´, W 074°54´16.7´´ 
a una altitud de 600 msnm y fue clasificada  por el biólogo Heriberto David 
Higuita. Un voucher (bajo el código HD2947) de la planta recolectada, fue 
depositado en el Herbario de la Universidad Nacional (Sede Medellín, 
Colombia). 
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5.2 MÉTODOS 
 
Como no se conocía el método de extracción de los ciclótidos se evaluaron 
dos métodos, los cuales se describen a continuación. 
5.2.1 Obtención de los extractos 
 
5.2.1.1 Método 1 
 
La parte área de la planta, se secó en un horno a una temperatura de 50 oC, 
se  molió y se extrajo por maceración tres veces durante 48 horas con 
hexano a temperatura ambiente para obtener de esta manera el extracto de 
hexano. Luego, el material vegetal se extrajo secuencialmente con 
diclorometano (DCM) y metanol (MeOH) y así se obtuvieron los extractos 
DCM y MeOH como se muestra en el anexo 1 (Niño et al., 2006).Los 
diferentes extractos fueron concentrados a sequedad a presión reducida y 
almacenados a -10 oC hasta su utilización.  
5.2.1.2 Método 2 
 
En este método, la parte área se sometió a extracción siguiendo el 
procedimiento establecido por Ireland et al., (2010).  El material vegetal se 
extrajo con una mezcla DCM-MeOH (1:1), para luego ser concentrado a 
sequedad y almacenados a -10 oC. 
 
5.2.2 Obtención de ciclótidos de G. sphaerocarpum 
 
5.2.2.1 Obtención de ciclótidos de G. sphaerocarpum con el método 1 
Dieciocho (18 g) del extracto metanólico obtenido por el método descrito en 
el numeral 5.2.1.1 de G. sphaerocarpum se solubilizaron en 20 mL de ácido 
acético al 2% y se centrifugaron a 8000 rpm para eliminar de esta manera 
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residuos del material vegetal.  Con el sobrenadante obtenido se siguió el 
protocolo descrito por Claeson et al.,(1998) con algunas modificaciones; 7.5 
mL de extracto se sometieron por cromatografía de columna por gravedad 
utilizando un soporte de poliamida DPA 6S (45 cm x 2 cm), empleando el 
sistema de elución ácido acético al 2% y posteriormente, etanol 50%-ácido 
acético 2%.  Estas fracciones fueron posteriormente sometidas a 
cromatografía de columna flash usando Sephadex® G-10 (45 cm x 5 cm), con 
un sistema de elución etanol 50%-ácido acético 2%-NaCl 0.2M. Por último, 
las fracciones obtenidas por la cromatografía de columna Sephadex® G-10 
se pasaron por columna flash con octadesilsilano (C18) (45 cm x 2.2 cm), 
utilizando como sistema de elución el gradiente de ácido trifluoacético 0.1 %  
(TFA)-CH3CN (0:100%).  Este proceso se muestra en el anexo 2. 
 
5.2.2.2 Obtención de ciclótidos de G. sphaerocarpum con el método 2 
Ocho (8 g) del extracto DCM-MeOH (1:1) obtenido como se describió en el 
numeral 5.2.1.2 de G. sphaerocarpum se solubilizaron en 8 mL de ácido 
trifluoacético 0.1% (TFA) y se centrifugaron a 8000 rpm con el objeto de 
eliminar residuos sólidos del material vegetal.  Con el sobrenadante obtenido 
se siguió el protocolo descrito por Irleand et al., (2010) con algunas 
modificaciones; este sobrenadante se sometió a una  columna flash con 
octadesilsilano (C18) (45 cm x 2.2 cm), utilizando como sistema de elución el 
gradiente de CH3CN- TFA 0.1% (0:100%).  Este proceso se presenta en el 
anexo 3. 
 
5.2.3  Detección de ciclótidos por cromatografía de capa delgada (CCD)  
 
Las fracciones obtenidas de las columnas cromatográficas se evaluaron por 
CCD para luego ser purificadas por HLPC, siguiendo el protocolo de Xu et 
al., (2008).  Las muestras fueron sembradas en cinco placas de sílica gel 
(6x5 cm); el sistema de elución empleado para esta cromatografía fue n-
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butanol-ácido acético-agua (3:1:1).  Después de la elución, las placas se 
revelaron con yodo, Dragendorff, ninhidrina y azul de Coomassie G-250. Hay 
que resaltar, que con el revelador de ninhidrina se usaron dos placas; una 
hidrolizada y otra sin hidrolizar.  Con la placa hidrolizada se realizó el 
siguiente procedimiento: una vez desarrollada se depositó en un vial con HCl 
(37%), se cerró, se llevó a una estufa a una temperatura de 110 oC por 2 h, 
para hidrolizar los posibles ciclótidos presentes en las muestras y por último 
se reveló con el reactivo de ninhidrina; la placa que no fue sometida a 
hidrólisis también se reveló con el reactivo de ninhidrina.  
 
 En la tabla 5 se describe como se deben evaluar las cromatoplacas después 
de ser aplicados los reveladores planteados por Xu et al., (2008); en 
consecuencia, si hay ciclótidos en las muestras analizadas se debe esperar 
que las muestras evaluadas den resultados positivos con la mayoría de 
reveladores a excepción de la cromatoplaca con ninhidrina no hidrolizada 
que puede dar positivo o negativo. 
 
Tabla 5. Resultados que se deben obtener al realizar el protocolo de Xu et 
al., (2008). 
 
 Resultados según Xu et al., (2008). 
Muestras Reveladores 
 Yodo Dragendorff Ninhidrina 
(no hidrolizada) 
Ninhidrina 
(hidrolizada) 
Azul de Coomassie 
G-250 
Aminoácidos +/- +/- + + - 
Ciclótidos + + +/- + + 
Ciclopeptidos + +/- - + - 
Péptido lineal + + + + - 
Proteína  + + + + + 
 
Presencia= (+); Ausencia= (-);   Presencia/Ausencia= (+/-) 
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5.2.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de 
sodio y tricina (Tricina-SDS-PAGE) 
 
Las fracciones obtenidas electroforésis según el protocolo de Schägger, 
(2006) anexos 4 a 6. Se utilizó una cámara de electroforesis vertical Protean 
II (Bio-Rad) Las condiciones de la corrida fueron las siguientes: voltaje inicial 
30V después de 30 minutos se llevó a 200 V con una corriente de 80 mA. 
Para la visualización de las proteínas se utilizó la tinción con azul de 
Coomassie al 0.025% en 10% ácido acético. Adicionalmente, se realizó la 
tinción con plata. 
5.2.5 Cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) 
 
En la separación y purificación de los ciclótidos de G. sphaerocarpum se 
utilizó primero un HPLC analítico para establecer las condiciones base para 
el escalado hacia la purificación a través del HPLC preparativo. 
5.2.5.1 Condiciones del HPLC analítico 
 
Se utilizó un cromatografo líquido HPLC Agilent 1100.  La condiciones 
cromatográficas fueron las siguientes: Columna Hypersil ODS (5 μm, 250 x 4 
mm), el eluente empleado fue un gradiente CH3CN-TFA (0.05%) (90:10%) 
por 50 min con un flujo de 1 mL/min, se usó un detector de arreglo de diodos 
(DAD) a 215, 225, 254 y 280 nm, operado con el programa ChemStation 
versión B04A.  Se inyectaron 20 μL de cada muestra.  La concentración final 
de las muestras inyectadas fue de 10000 mg/mL. 
5.2.5.2 Condiciones del HPLC preparativo 
 
Para la separación y purificación de los ciclótidos se utilizó un equipo 
preparativo HPLC Agilent 1100.  Las condiciones cromatográficas empleadas 
fueron las siguientes: Columna Zorbax SB-C18 (7 μm, 250 x 21.2 mm), el 
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eluente fue CH3CN- HCOOH (0.01%) (30:70%) por 20 minutos con un flujo 
de 10 mL/min operado con un programa ChemStation versión B04A, los 
ciclopéptidos se detectaron a 220 y 280 nm debido a que en estas longitudes 
de onda absorben los enlaces peptídicos (Walker, 2002).  Se inyectó 1 mL de 
cada muestra a las concentraciones que se presentan en la tabla 6. 
 
Tabla 6. Concentraciones de la muestra de G. sphaerocarpum purificado por 
HPLC preparativo 
 
 
 
 
5.2.6 Caracterización de los ciclótidos por Cromatografía Líquida de 
Alta Eficiencia-Espectrometría de Masas (HPLC-MS) 
 
Para la caracterización de ciclótidos se utilizó un equipo LC-EM Agilent 1100 
ubicado en la Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia). El eluente 
usado fueCH3CN-HCO2H (0.1%) con un gradiente de (10:60%) en CH3CN 
por 80 min, con un flujo de 0.3 μL/min, volumen de inyección 2 μL. Con una 
fuente nanoESI, temperatura de volatilización del solvente a 235 oC y con 
adquisición de datos desde 200 a 4000 m/z de iones en modo positivo.  
 
5.2.7 Reducción, Alquilación, Digestión Enzimatica y análisis por 
MALDI-MS 
 
 Después de haber realizado la caracterización de los ciclótidos por HPLC-
MS y la purificación de los mismos; las muestras se sometieron a una 
Reducción, Alquilación, Digestión Enzimatica y análisis por MALDI-MS 
realizado en el Centro de Investigación Príncipe Felipe (España). Las 
fracciones a las que se le realizaron estos procedimientos se disolvieron en 
200 μL de 100 mM de bicarbonato amónico; se realizaron las diluciones 
Muestra Concentración ( mg/L) 
GST-MPSF1-ODS 2 10000 
GST-M2-C2 ODS 2 10000 
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necesarias en el mismo disolvente para así tener una concentración final de 
la muestra de 0.25 μg/μL.  Se utilizaron 50 μL de la solución final. 
 
Una alícuota de la muestra se redujo  con 10 mM ditiotreitol (DTT) en 50 mM 
bicarbonato amónico, durante 30 minutos a 60 °C. Los tioles libres se 
bloqueron con 50 mM yodoacetamida (IAM) 50 mM en 50 mM bicarbonato 
amónico durante 10 minutos a temperatura ambiente (Colgrave et al., 
2010).El volumen se ajustó a 90 μL con 50 mM bicarbonato amónico y se 
hicieron tres alícuotas de 30 μL (7.5 μg/muestra). 
 
La primera alícuota se digirió con 75 ng de tripsina a 37 oC; la segunda con 
75 ng de GluC a 37 oC y la última alícuota se digirió con quimiotrípsina en 
presencia de 1 mM cloruro de calcio (CaCl2), las muestras en digestión se 
acidificaron con 3 μL de TFA (10%) quedando cada muestra a una 
concentración final de 0.2 μg/μL (Colgrave et al., 2010). 
 
Para la separación del péptido por LC-MS/MS se utilizó un Ultimate nano-LC 
system y un  QSTAR XL Q-TOF espectómetro de masas híbrido (ABSciex). 
Se tomaron 5 μL de la muestra, la cual se introdujo al sistema con la ayuda 
de un  automuestradorFAMOS (LC Packings) a un flujo de 30 μL/min, y los 
péptidos fueron atrapados en una pre-columna PepMap C18 (5 mm, 300 m).  
Los péptidos fueron eluidos en la columna PepMap C18 (15 cm, 75 m) a 300 
mL/min y separados usando un gradiente de CH3CN (5-35%) con un tiempo 
de corrida de 45 minutos. 
 
El QSTAR XL fue operado con un modo de adquisición de datos con un 1-s 
TOF MS desde 400-2000 m/z, seguido por un 3-s que va desde 65-2000 m/z 
donde se localizaron los tres iones más intensos cargados doblemente o 
triplemente. 
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La información de MS/MS fue enviada a MASCOT a través de un software 
MASCOT DAEMON (MATRIX SCIENCE), además se realizo la búsqueda en 
la base de datos. 
 
La  búsqueda se realizó teniendo en cuenta la especificidad de cada enzima, 
la pérdida producida por la enzima y una  tolerancia de masa de 100 ppm 
modo MS y 0.5 Da para cada ion en MS/MS.  La carbamidometilación de la 
Cys se utilizó  como una modificación fija, mientras que la oxidación de Met y 
la desamidación de Asn y Gln se consideraron modificaciones variables 
 
5.2.8 Bioensayo para la Enzima α-Glucosidasa 
5.2.8.1 Enzima y Sustrato 
 
Se trabajó con la enzima α-glucosidasa tipo V: procedente de arroz de la 
marca Sigma y el sustrato 4-Nitrofenil-α-D-glucopiranósido (PNP-G) también 
fue de Sigma (St. Louis, Missouri, USA). La enzima y el sustrato se 
encontraban en el laboratorio de GB-PN almacenada a una temperatura de -
10 oC. 
 
5.2.8.2 Preparación de la Enzima y el Sustrato 
 
Se preparó la enzima y el sustrato de acuerdo a las especificaciones del 
fabricante, tanto la enzima como el sustrato se disolvieron en un buffer de 
acetato pH 5.0. 
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5.2.8.3 Actividad inhibitoria de la fracción obtenida de la columna C18de 
G. sphaerocarpumfrente a la enzima α-glucosidasa 
 
 Para determinar la actividad inhibitoria de las fracciones obtenidas de la 
columna C18 se evaluaron a las concentraciones 100, 50, 25, 12.5 y 5 μg/mL. 
Disueltas en buffer acetato a pH 5.0,  a través del procedimiento que se 
describe en la tabla 7 y se determinó la absorbancia a una longitud de onda 
de 410 nm, el bioensayo fue realizado por triplicado con tres repeticiones. 
 
Tabla 7. Procedimiento realizado para la evaluación de la actividad inhibitoria 
de las fracciones de C18 de G. sphaerocarpum frente a la enzima α-
glucosidasa (Kim et al., 2008) con algunas modificaciones. 
 
Con los resultados obtenidos se debe calcular el porcentaje de inhibición con 
la ayuda de la fórmula descrita en la figura 15.  
 
 
 
 
 
Volumen (μL) Control 
1 
Blanco 1 Muestra Blanco 2 
Muestra 
Sustrato 10  10 10 - 
Extracto compuesto - - 900 900 
Buffer acetato pH 5.0 950 990 50 100 
  Pre incubación a 37
o
C por 30 minutos   
Enzima 40 - 40 - 
  Pre incubación a 37
o
C por 10 minutos   
Buffer glicina pH 10.3 650 650 650 650 
  Medir espectrofotométricamente a 410 nm   
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Figura 15. Fórmula con la que se calculó el porcentaje de inhibición de la 
enzima α-glucosidasa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                
   
 
     
      
          
Cálculo porcentaje de inhibición: 
 
 
 
 
A: Absorbancia del control 1        E= Enzima 
B: Absorbancia del blanco 1        S= Sustrato 
C: Absorbancia de la muestra 
D: Absorbancia del blanco 2 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Para el análisis de resultados obtenidos en este proyecto se siguió el 
esquema que se muestra en la figura 16, en el cual se observan las 
etapas a las que fueron sometidos los extractos de diclometano-
metanol (1:1) (DCM-MeOH), y metanol de G. sphaerocarpum para la 
identificación de ciclótidos de esta especie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Etapas desarrolladas durante la identificación de ciclótidos de G. 
sphaerocarpum (Violaceae). 
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HPLC analítico 
Detección de 
ciclótido por 
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LC-MS Purificación 
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Reducción, 
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Digestión enzimática 
y análisis por MALDI-
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Evaluación de 
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Detección de 
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6.1 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS Y FRACCIONAMIENTOG. 
sphaerocarpum (VIOLACEAE) 
 
En la tabla 8 se presenta la masa de los extractos obtenidos de G. 
sphaerocarpum después de la extracción de 700 g de material vegetal con 
diclorometano y metanol siguiendo el procedimiento del método 1 numeral 
5.2.1.1, descrito en el anexo 1; en la tabla 9 se muestra la masa del extracto 
de G. sphaerocarpum 552.7g del material vegetal siguiendo el procedimiento 
establecido por Irelandet al., (2010), mezcla DCM-MeOH método 2 numeral 
5.2.1.2. 
Tabla 8. Masa de los extractos obtenidos de G. sphaerocarpum Niño et al ., 
(2006) método 1, numeral 5.2.1.1 
Extracto Masa (g) 
CH2Cl2 0.8986 
MeOH 30.5849 
 
Tabla 9. Masa de los extractos obtenidos de G. sphaerocarpum Ireland et al., 
(2010), método 2, numeral 5.2.1.2 
Extracto Masa (g) 
CH2Cl2-MeOH 8.967 
 
CH2Cl2-MeOH (1:1) 
 
Para la separación, obtención y purificación de los ciclótidos de G. 
sphaerocarpum, se procesaron 18g del extracto metanólico de G. 
sphaerocarpum método 1 numeral 5.2.1.1 los cuales fueron sometidos a 
cromatografía de columna (CC) con poliamida DPA 6S.   
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Se eluyó con ácido acético al 2% y con etanol 50%-ácido acético al 2% (1:1, 
v/v), obteniéndose las fracciones GST-MPF1(8.7184 g)y GST-MPF2(0.3201 
g).Cada una de las fracciones obtenidas fue pasada por CC flash con 
Sephadex™G-10 mediante el sistema de elución etanol 50%-ácido acético 
2%-NaCl 0.2M (1:1:1 v/v/v) obteniéndose dos fracciones GST-
MPSF1(15.7267 g)y GST-MPSF2 (0.7233 g), respectivamente; a su vez estas 
fueron separadas por CC flash con Octadesilsilano (C18) debido a su alto 
contenido de NaCl con un gradiente lineal TFA (0.1%)-CH3CN (0:100%) 
obteniéndose las fracciones GST-MPSF1-ODS y  GST-MPSF2- ODS. 
Todas las fracciones y pesos obtenidos de los 18 g del extracto MeOH de G. 
sphaerocarpum, referentes al método 1 se resumen en la figura 17 (Claeson 
et al., 1998).  
Estas fracciones fueron analizadas por HPLC analítico y el sistema 
desarrollado se utilizó para  la purificación a través del HPLC preparativo. 
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Figura 17. Diagrama de fraccionamiento del extracto metanólico de G. 
sphaerocarpum (Claeson et al.,1998). 
GST-MPF2 
0.3201 g 
C.C Flash de Sephadex G-10 
1. EtOH 50%-HOAc 2%-NaCl 0.2M (1:1:1, v/v) 
2.   NaOH 0.2M  
18 g del extracto metanólico de G. 
sphaerocarpum (GST-M) 
 
Columna de Poliamida 6S 
1. HOAc 2% 
2. EtOH (50%)-HOAc (2%) (1:1, v/v) 
 
 
GST-MPF1 
8.7184 g 
GST-MPSF1 
15.7267 g 
GST-MPSF2 
0.7233 g 
C.C Flash Octadesilsilano (C18) 
TFA 0.1%-CH3CN 
Gradiente, (0:100%) 
GST-MPSF1 - ODS  
 
GST-MPSF2- ODS  
 
GST-MPSF1–ODS- 1 
9384.2  mg 
GST-MPSF1-ODS - 2 
383.4 mg 
GST-MPSF1-ODS-3 
52.9 mg 
GST-MPSF1-ODS- 4 
69.1 mg 
GST-MPSF1–ODS- 5 
32.3 mg 
GST-MPSF1- ODS-6 
21,1 mg 
 GST-MPSF2 -ODS -1 
452.3  mg 
GST-MPSF2-ODS -2 
9.9 mg 
GST-MPSF2-ODS-3 
3.3 mg 
GST-MPSF2-ODS-4 
0.3mg 
GST-MPSF2- ODS-5 
0.5 mg 
GST-MPSF2–ODS-6 
0.1 mg 
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HOAc=Ácido acético; TFA= Ácido trifluoroacético; CH3CN=Acetronitrilo; EtOH= Etanol; 
NaCl= Cloruro de sodio 
Posteriormente, se tomaron 8.0672  g  del extracto DCM-MeOH (1:1) 
obtenido por el método 2 (ver numeral 5.2.1.2), los cuales fueron sometidos a 
CC flash en octadesilsilano (C18), los péptidos fueron eluidos con un 
gradiente lineal de TFA0.1%-CH3CN (0:100%), las fracciones obtenidas se 
muestran en la figura 18 (Irleand et al., 2010); estas fracciones también 
fueron analizadas por HPLC analítico y purificadas a través de HLPC 
preparativo.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 18. Diagrama de fraccionamiento del extracto DCM-MeOH de G. 
sphaerocarpum (Irleandet al., 2010). 
TFA=Ácido trifluoroacético; CH3CN=Acetronitrilo; DCM=Diclorometano;  MeOH= Metanol 
 
 
Columna Octadesilsilano (C18) 
C.C Flash 
TFA 0.1%-CH3CN 
Gradiente, (0:100%) 
 
 
8.0672 g del extracto DCM-MeOH (1:1) de 
G. sphaerocarpum (GST-M2) 
 
GST-M2 ODS 
GST-M2 -ODS -1 
1558.7 mg 
GST-M2-ODS - 2 
448.6  mg 
 GST-M2-ODS - 3 
52.4 mg 
GST-M2 -ODS - 4 
 4 mg 
GST-M2 -ODS - 5 
 3.5  mg 
GST-M2-ODS - 6 
12.2 mg 
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6.2 CARACTERIZACION DE LOS POR CROMATOGRAFIA DE CAPA 
DELGADA (CCD) 
6.2.1 CCD de las fracciones obtenidas por CC con octadesilsilano (C18) 
 
Las muestras obtenidas de la (figura 18) por el método 2 descrito en el 
numeral 5.2.1.2 fueron caracterizadas por CCD, en las cuales se observó 
que las muestras de ODS con el sistema TFA (0.1%)-CH3CN (80:20) 
presentaron mayor coloración con cada uno de los reactivos utilizados para 
su revelado como se describe en la tabla 10.  Para evidenciar o confirmar la 
presencia de ciclótidos de acuerdo al protocolo descrito por Xu et al., (2008) 
se considero que todas las pruebas realizadas, los resultados deben ser 
positivos como se resumen en la tabla 10; se exceptúa el tratamiento con la 
ninhidrina no hidrolizada, el cual puede dar un resultado positivo o negativo. 
Tabla 10. Resultados de la CCD de las fracciones obtenidas por CC con 
octadesilsilano (C18) siguiendo el protocolo de Xu et al., (2008) para el 
método 2 descrito en el numeral 5.2.1.2 
 Resultados según Xu et al., (2008). 
Muestras Reveladores 
 Yodo Dragendorff Ninhidrina 
(no hidrolizada) 
Ninhidrina 
(hidrolizada) 
Azul de Coomassie 
G-250 
Aminoácidos +/- +/- + + - 
Ciclótidos + + +/- + + 
Ciclopeptidos + -/+ - + - 
Péptido lineal + + + + - 
Proteína  + + + + + 
 Resultados obtenidos en el trabajo 
Muestras Reveladores 
 Yodo Dragendorff Ninhidrina 
(no hidrolizada) 
Ninhidrina 
(hidrolizada) 
Azul de Coomassie 
G-250 
Ciclosporina + + - + + 
GST-M2 - ODS-1 + + + + + 
GST-M2 -ODS-2 + + - + + 
GST-M2 -ODS-3 - + - - + 
GST-M2 -ODS-4 - - - - + 
GST-M2 -ODS-5 - - + - + 
GST-M2 -ODS-6 - + + - + 
Presencia = (+); Ausencia = (-);   Presencia/Ausencia = (+/-) 
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Las fracciones  GST-M2-ODS-1 y GST-M2-ODS-2 presentaron coloraciones 
con yodo figura (figura 19a) y con dragendorff (figura 19b).  El yodo es un 
reactivo empleado para detectar compuestos con insaturaciones y el reactivo 
de dragendorff  se utiliza para evidenciar la presencia de alcaloides y 
compuestos nitrogenados (Samprieto et al., 2009); ambos se pueden 
emplear para detectar ciclopéptidos, péptidos lineales y proteínas, pero no 
son específicos. 
 Por tal razón, para evidenciar la presencia de los ciclótidos se requirieron los 
reactivos ninhidrina y azul de CoomassieG-250 puesto que estos son más 
específicos; el azul de Coomassie G-250, interactúa con aminoácidos 
básicos (especialmente arginina) y aromáticos; por lo tanto, este método se 
basa en la propiedad del azul de Coomasie G-250 de originar dos 
tonalidades  diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando 
el colorante se une a la proteína.  La ninhidrina, por otra parte,  reacciona 
con el grupo alfa amino de la mini-proteína cíclica (Samprieto et al., 2009). 
 
Figura 19. Placas de CCD de las fracciones de G. sphaerocarpum siguiendo 
el protocolo de Xu et al., (2008). La placa (a) fue revelada con Yodo 
elemental y (b) fue revelada con Dragendorff. Muestras: (1) GST-M2-ODS-1, 
(2) GST-M2-ODS-2, (3) GST-M2-ODS-3, (5) GST-M2-ODS-4, (5) GST-M2-
ODS-5, (6) GST-M2-ODS-6, (7) Ciclosporina. Condiciones de la CCD: placas 
de sílica gel (6 x5 cm); fase móvil, n-butanol-ácido acético-agua (3:1:1). 
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Al realizar el revelado con ninhidrina se usaron dos placas de sílica gel, una 
de las placas  primero fue hidrolizada con HCl al 37% durante 2 horas a 110 
oC para luego ser revelada; en la placa no hidrolizada, se observaron unas 
manchas en las fracciones 1, 5 y 6, figura (20a); en la placa hidrolizada se 
observaron manchas en 1 y 2 como se muestra en la figura (20b), 
evidenciando de esta manera que la fracción GST-M2-ODS-2 puede contener 
una mayor cantidad de ciclótidos o ciclopéptidos  que la fracción GST-M2-
ODS-1; además, las otras fracciones investigadas tuvieron muy poco o no 
contaron con la presencia de mini-proteinas cíclicas; por esta razón se 
continuo trabajando con la fracción dos de ambos métodos . 
Para confirmar la presencia de ciclótidos se realizó otra CCD la cual se 
reveló con  azul de  Coomassie G-250 figura (20c), este reactivo se usa para 
revelar proteínas (Xu et al., 2008). 
Como control positivo de ciclopéptidos para esta caracterización por CCD se 
utilizó la Ciclosporina la cual tiene un peso molecular de 1200 Da (figura 21) 
(Pazetti, 2006). Se  confirmó de esta manera, que el azul de Coomassie 
reaccionaba con ciclopéptidos de bajo peso molecular y puede reaccionar 
con los ciclótidos (Xu et al., 2008). 
 
Figura 20. Placas de CCD de las fracciones de G. sphaerocarpum siguiendo 
el protocolo de Xu et al., (2008) Muestras: (1) GST-M2-ODS-1, (2) GST-M2-
ODS-2, (3) GST-M2-ODS-3, (5) GST-M2-ODS-4, (5) GST-M2-ODS-5, (6) 
GST-M2-ODS-6, (7) Ciclosporina. Condiciones de la CCD: placas de sílica 
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gel (6 x5 cm); fase móvil, n-butanol-ácido acético-agua (3:1:1).). (a) 
Ninhidrina placa no hidrolizada (b) Ninhidrina placa hidrolizada (c) placa 
revelada con azul de Coomassie G-250. 
   
 
Figura 21. Estructura de la Ciclosporina empleada como control positivo para 
la caracterización por CCD de los ciclopéptidos (Pazetti, 2006). 
 
Los resultados de la fracción GST-M2-ODS-2concuerdan con el protocolo de 
Xu et al., (2008).   Este procedimiento se ha utilizado como estrategia para la 
detección de ciclótidos en plantas como Viola labridorida (Tang et al., 2010) y 
Viola tricolor, V. hamiltoniana, Mordica charantia y M. cochinchinesis (Xu et 
al., 2008); debido a que en las plantas se encuentran una serie de 
componentes que dificultan el aislamiento de estas mini-proteínas. Al 
detectar la presencia de ciclótidos por esta vía, se aplicaron otras técnicas 
mencionadas para la separación, purificación  y elucidación estructural de las 
mini-proteínas cíclicas (Tang et al., 2010).  
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6.3 DETECCIÓN DE CICLÓTIDOS POR TRICINA SDS-PAGE 
6.3.1 Detección de ciclótidos en las fracciones GST-MPSF1-ODS y GST-
M2-ODS-2 
En este estudio las muestras GST-MPSF1-ODS-2, GST-M2-ODS-2 obtenidas 
de las CC flash C18 (figura 17 y 18) caracterizadas previamente por CCD 
fueron cargadas en geles al 16% de acrilamidada siguiendo el protocolo de 
Schägger (2006); el marcador de peso molecular que se utilizó con un rango 
de 1.060-26.600 Da adquirido en Sigma. 
Se realizaron varias electroforesis para detectar por este método la presencia 
de las mini-proteínas ciclicas y la normalización de las condiciones; se 
probaron diferentes cantidades de masa: primero se exploró con 5 mg; sin 
embargo al momento de realizar el revelado no se detecto nada. Por lo cual 
se intento con diferentes cantidades de masa para encontrar la cantidad 
correcta para realizar la electroforesis 2, 5, 7, 9 mg; con la masa de 7 mg se 
logró visualizar una mancha muy fuerte como se muestra en la figura  22 
pero solo con la muestra GST-M2-ODS-2. Con la muestra GST-MPSF1-ODS-
2 no se logró observar la presencia de estas mini-proteínas, posiblemente  a 
que estas fracción como se presenta en el diagrama 17 antes de pasar por 
CC flash C18, fueron pasadas por Sephadex
™G-10 mediante el sistema de 
elución etanol 50%-ácido acético 2%-NaCl 0.2M (1:1:1 v/v/v) quedando con 
alto contenido de sal, factor de interferencia en este procedimiento.  
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Figura 22. Electoforesis realizada con diferentes cantidades de masa: carril 
1: 2 mg, carril 3: 5 mg, carril 7: 7 mg, carril 9: 9 mg. En A se presenta la 
electroforesis para la muestra GST-M2-ODS-2. En B se indica la 
electroforesis para la fracción GST-MPSF1-ODS-2.  
 
Con base a lo presentado en la figura 22, se decidió preparar soluciones 
donde se determinara la concentración de la muestra GST-M2-ODS-2 debido 
a que se evidencia la presencia de proteínas.  
 
Las concentraciones ensayadas para la muestra GST-M2-ODS-2 se 
presentan en la tabla 11, adicional se sembró el extracto crudo obtenido por 
el método 2. 
 
Tabla 11. Diferentes cantidades de masa ensayadas para la electroforesis 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 23 se muestra que variando las concentraciones de las muestra 
la electroforesis sigue presentando dificultad y no se alcanza a evidenciar las 
Muestra Cantidad 
Marcador 10 μL 
GST-M2-ODS-2 8625 ppm 
GST-M2-ODS-2 31875 ppm 
Extracto crudo 3.7 mg 
Ciclosporina 12750 ppm 
A B 
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bandas que se deben ver cuando se realiza una electroforesis. No se pudo 
continuar realizando los ensayos porque se contaba con muy poca cantidad 
de muestra. 
 
 
 
Figura 23. Electoforesis realizada con los datos presentados en la tabla 11. 
Carril 1: marcador, carril 3: GST-M2-ODS-2 (8625 ppm), carril 5: GST-M2-
ODS-2 (31875 ppm), carril 7: Extracto crudo (3.7 mg), carril 9: ciclosporina 
(12750 ppm). 
6.4 EVALUACIÓN DE LAS FRACCIONES POR HLPC ANALÍTICO 
 
Las fracciones obtenidas de las CC flash C18 (figura 17 y 18), caracterizadas 
por CCD y Tricina SDS-PAGE fueron evaluadas por HLPC analítico con el 
sistema de elución en gradiente CH3CN-TFA (0.05%) (90:10%) por 50 
minutos con un flujo de 1 mL/min y analizadas a las longitudes de onda de 
215, 225, 254 y 280 nm; se dio mayor importancia a los resultados de las 
longitudes de onda de 225 y 280 nm debido a que en estas longitudes de 
onda absorben los enlaces peptídicos (Walker, 2002), las otras longitudes de 
ondas se utilizaron debido a que en un intervalo de 230 nm y 300 nm 
absorben cadenas laterales de aminoácidos aromáticos, la histidina y la 
cistina; de esta manera confirma la presencia de aminoacidos; tal como se 
muestra en la figuras 24 para la muestra GST-MPSF1-ODS 2 y la figura 25 
para la muestra GST-M2-ODS-2.Todo este proceso se realizó para inferir que 
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fracciones podrían contener ciclótidos, cuales se podrían combinar y así 
seleccionar las que se purificarían por el HPLC preparativo.   
Después de determinar cuáles fracciones contenían mini-proteínas cíclicas y  
se podían combinar, se sometieron nuevamente  a HPLC analítico, utilizando 
diferentes sistemas isocráticos CH3CN-HCOOH (0.01%) (30:70, 70:30,40:60) 
que permitiera separar de manera apropiada los ciclotidos y así poder utilizar 
ese sistema en el HPLC preparativo; luego se analizaron por HPLC-ESI/MS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Cromatograma de HPLC analítico de la fracción GST-MPSF1-
ODS 2. Sistema de elución gradiente gradiente CH3CN-TFA (0.05%) 
(90:10%). En A, se destaca la región donde eluyeron los ciclótidos a las 
condiciones establecidas en este protocolo. 
 
 
A 
A 
A 
A 
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Figura 25.  Cromatograma de HPLC analítico de la fracción GST-M2-ODS-2. 
Sistema de elución gradiente gradienteCH3CN-TFA (0.05%) (90:10%). En A, 
se destaca la región donde se eluyeron los ciclótidos a las condiciones 
establecidas en este protocolo. 
 
6.5 HPLC-ESI/MS 
 
Adicionalmente las fracciones GST-MPSF1-ODS-2 y GST-M2-ODS-2 fueron 
analizadas por HPLC-ESI/MS antes de ser purificadas por HPLC preparativo 
para poder tener la certeza de que se contaba con la presencia de proteínas 
o ciclopéptidos y realizar el procedimiento descrito en el numeral 5.2.7. 
 
El TIC obtenido para la fracción GST-MPSF1-ODS-2 se muestra en la figura 
26 y sus espectros de masas se presentan en la figura 27; por los espectros 
de masas se evidencia la presencia de 6 ciclótidos para la muestra GST-
MPSF1-ODS-2 (tabla 12) 
A 
A 
A 
A 
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En el TIC de la muestras  GST-MPSF1-ODS-2 (figura 26) evidencia que los 
compuestos 1, 2, 5, 9 y 10 tienen pesos muy similares a los de los ciclótidos,  
pero se encuentran en menor proporción que el compuesto 8 el cual tiene 
una masa de 2685.6 muy próxima a la masa de 2645.03 del ciclótido Hymo B 
aislado de Hybanthus monopetalus (Violaceae) (Simonsen et al.,2005). Los 
ciclótidos aislados  de de Hybanthus han mostrado un rango de masa de 
2800 a 3700 Da con tiempos de retención de 10 a 20 minutos (Simonsen et 
al., 2005) el cual está relacionado con el tiempo que presenta el compuesto 8 
como se muestra en la tabla 12, posiblemente sea un ciclótidos con 
características similares a los de Hybanthus monopetalus (Violaceae). 
 
 
 
Figura 26. TIC del análisis por HPLC-ESI/MS de la fracción GST-MPSF1- 
ODS-2.  Sistema de elución gradiente de CH3CN-HCO2H (0.1%) (10-60%)  
por 80 min, con un flujo de 0.3 μL/min. 
 
En la tabla 12 se presenta los 6 posibles ciclótidos aislados hasta el 
momento para la muestra GST-MPSF1-ODS-2 y se comparan con las masas 
de ciclótidos que han sido aislados y se encuentran reportados en la base de 
datos Cybase (Wang et al., 2008b); los espectros de masa de estos 6 
ciclótidos se presentan en la figura 27 donde se muestra el peso 
representado con la letra A y la fragmentación del mismo. 
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Tabla 12. Compuestos detectados en la fracción GST-MPSF1-ODS-2 por 
HPLC-ES/MS 
 
Masas encontradas en la  
muestra GST-MPSF1 ODS 2 
 
 
Ciclótidos reportados en Cybase  
(Wang et al., 2008b) 
 
Número del 
compuesto 
 
tR 
(min) 
 
m/z 
 
Ciclótidos 
 
m/z 
1 1.4 3601.7 CD-1 3610.19 
 
2 
 
1.8 
 
3474.8 
Hyfl C 3485.08 
Hyfl F 3483.95 
5 5.7 3670.6 CD-1 3610.19 
8 8.3 2685.6 Hymo B (partial) 2645.03 
 
 
 
9 
 
 
 
8.4 
 
 
 
2889.7 
Kalata S,Varv peptide C, 2878.30 
Cycloviolin B 2886.32 
Hymo A (partial) 2895.46 
Kalata B1 nfk, Cycloviolacin 
T2,Cycloviolacin O12 
2892.33 
Kalata B11 2884.26 
Kalata B12 2880.27 
Cycloviolacin T1,Vaby B 2878.30 
 
10 
 
15.0 
 
3192.3 
Hcf-1 3194.72 
Vibi F,Mrm 5, Mrm 7 3188.82 
Viba 13 3197.83 
 
 
 
 
 
A 
A 
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Figura 27. Espectros de masa por HPLC-ESI/MS de los 6 ciclopéptidos 
detectados en la muestra GST-MPSF1-ODS-2. En A, se destaca el peso de 
cada uno de los posibles ciclopéptidos. 
 
 
 
A 
A 
A 
A 
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El TIC y los espectros de masas para la fracción GST-M2-ODS-2 se 
presentan en las figuras 28 y 31; evidenciando con estos la presencia  de 10 
ciclótidos en la fracción GST-M2-ODS-2 (tabla 13) con masas muy similares a 
los reportados en la base de datos de ciclótidos: Cybase 
(www.cybase.org.au) (Wang et al., 2008b). 
 
  La figura 28 muestra el TIC de la fracción GST-M2-ODS-2 donde los 
compuestos más abundantes fueron  3, 10, 17, 22, ninguno de estos 
presentaron masas relacionadas con ciclotidos reportados en la literatura, el 
compuesto 26 no se mostró en gran proporción, pero tiene una masa de 
3297.1 muy próxima a la masa 3283.80 perteneciente al ciclótido Glopa C 
ciclótido aislado de Gloeospermum pauciflorum Hekking (Burman et al.,2010) 
una especie perteneciente a la familia Violaceae y al mismo género de la 
especie Gloeospermum sphaerocarpum estudiada  en esta investigación; la 
estructura de este ciclótido se muestra en la figura 29 y en la figura 30 se 
muestra el cromatograma LC-MS para la especie Gloeospermum pauciflorum 
Hekking para comparar los tiempos de retención en que fueron eluidos los 
ciclótidos de la especie mencionada. 
 
 
Figura 28. TIC del análisis por HPLC-ESI/MS de la fracción GST-M2-ODS-2.  
Sistema de elución gradiente de CH3CN-HCO2H (0.1%) (10-60%)  por 80 
min, con un flujo de 0.3 μL/min. 
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Figura 29. Estructura del ciclótido Glopa C, aislado de Gloeospermum 
pauciflorum Hekking (Violaceae) (Burman et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Cromatograma LC-MS  de los ciclótidos aislados de 
Gloeospermum pauciflorum Hekking (Violaceae) (Burman et al., 2010). 
 
En la tabla 13 se muestra los posibles 10 ciclótidos encontrados a la fecha en 
la muestra GST-M2-ODS-2 durante este proyecto, comparando las masas de 
estos con los ciclótidos que se encuentran reportados en la Cybase (Wang et 
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al., 2008b), en la figura 31 se presentan lo espectros de masa de estos 10 
ciclótidos donde se muestra el peso de ellos representado con la letra A. 
Tabla 13. Compuestos detectados en la fracción GST-M2-ODS-2  por HPLC-
ES/MS 
Masas encontradas en la  
muestra GST-M2 ODS 2 
Ciclótidos reportados en Cybase 
(Wang et al., 2008b) 
 
Número del 
compuesto 
 
tR 
(min) 
 
m/z 
 
Ciclótidos 
 
 
m/z 
6 8.4-8.5 3547.4 Tricyclon B 3508.95 
8 9.7-9.9 3632.8 CD-1 3601.7 
9 9.9-10.0 3610.2 CD-1 3601.7 
11 11.0-11.1 3616,2 CD-1 3601.7 
14 12.3-12.4 3840.1 Viba 14 3870.59 
16 15.5-15.6 3863.9 Viba 14 3870.59 
17 15.9-16 3525.9 Tricyclon B 3508.95 
 
 
 
20 
 
 
 
20.1-20.2 
 
 
 
2967.4 
Kalata B2 2955.38 
VarV peptide F 2959.41 
Hyen A (partial) 2977.56 
Cycloviolacin O21 2971.43 
Kalata B15 2976.40 
Vibi C 2975.42 
Vitri C 2966.45 
 
 
 
 
24 
 
 
 
 
23.7-23.8 
 
 
 
 
3028.2 
VarvV 3023.42 
Hyfl J 3028.53 
Kalata B10 3030.41 
Kalata B10 oia 3030.41 
Kalata B14 3022.43 
Viba 16 3029.55 
Hcf-1 3031.55 
cO34 3031.43 
 
26 
 
33.8-33.9 
 
3297.1 
Circulin B 3283.87 
Hyfl E 3286.84 
Glopa C 3283.80 
Kalata B8 3283.79 
 
Si se observa la figura 30 cromatograma de la especie Gloeospermum 
pauciflorum Hekking (Violaceae), se evidencia que el ciclótiodo Glopa C 
aislado de ella eluye a un tiempo de retención de 35 minutos tiempo similar 
en el que eluye el posible ciclotido de la fracción GST-M2-ODS-2, el cual 
eluye con un tiempo de retención de 33.8-33.9 minutos. 
 
 73 
 
Las diferencias en la relación m/z de los ciclótidos reportados en la literatura 
y de los posibles ciclótidos en esta investigación se deben al contenido de 
aminoácidos que estos puedan tener o el aminoácido que lo conforme. 
 
 
 
 
A 
A 
A 
A 
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A 
A 
A 
A 
A 
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Figura 31. Espectros de masa por HPLC-ESI/MS de los 10 ciclopéptidos 
detectados en la muestra GST-M2-ODS-2. En A, se destaca el peso de cada 
uno de los posibles ciclopéptidos.  
 
Se puede decir que los resultados que se obtuvieron en estas dos muestras 
no se pueden descartar, aunque los pesos encontrados en ellas no estén 
reportados en la literatura; no se puede eliminar la posibilidad de que sean 
ciclótidos, debido a que ciclótidos aislados de Clitoria ternatea (Fabaceae) 
presentaron un rango de masas de 2800 a 4000 Da (Poth et al., 2010), 
posiblemente en este proyecto se encuentren ciclótidos nuevos. 
 
Sin embargo, para llegar a una caracterización final es necesario purificar un 
solo ciclótido para realizar los análisis que mencionaron en el numeral 5.2.7. 
 
Resumiendo, hasta esta parte del trabajo en la muestra GST-MPSF1-ODS-2 
se detectó una mezcla de 6 ciclótidos y en la muestra GST-M2-ODS-2 una 
mezcla de 10 ciclótidos, pero se debe purificar por lo menos un ciclótido de 
cada muestra, el cual debe ser sometido a todas las etapas como reducción, 
alquilación, digestión enzimática y un análisis por MALDI-MS para deducir la 
secuencia del ciclótido aislado (Colgrave et al., 2010).Los procedimientos 
mencionados para la purificación y deducción de la secuencia de los 
ciclótidos se describen a continuación. 
 
A 
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6.6 PURIFICACIÓN DE LAS FRACCIONES POR HPLC PREPARATIVO 
 
6.6.1 Purificación de las fracciones GST-MPSF1-ODS-2 y GST-M2-ODS-2 
 
Las fracciones se analizaron en una columna Zorbax SB-C18, de dimensiones 
21.2x250 mm con un tamaño de partícula de 7 μm utilizando un sistema de  
elución CH3CN-HCOOH (0.1%) (30:70 v/v) a un flujo de 10 mL/min con un 
tiempo de corrida de 20 minutos.  En la figura 32 se muestra el perfil 
cromatográfico de los péptidos obtenidos en la fracción  GST-MPSF1-ODS-2, 
en la cual se observa el seguimiento de la purificación a las longitudes de 
onda 220 nm (figura 32a) y 280 nm (figura 32b), en el cual se obtuvieron 5 
picosque se designaron como C1, C2, C3, C4, C5 respectivamente; a los 
tiempos de retención de 3.9,6.1,6.5,7.5,20 minutos; de estos picos se puede 
inferir  la presencia de posibles ciclopéptidos, con base a las longitudes de 
onda antes mencionadas (Craik et al.,2010) y trayendo en consideración la 
otra línea de la evidencia presentada en la cromatografía de capa delgada.   
 
En la tabla 14 se presentan las masas obtenida de cada uno de los 
colectados de la fracción  GST-MPSF1-ODS-2. 
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Figura 32. Cromatograma de HPLC preparativo de la  GST-MPSF1-ODS-2.  
Sistema de elución CH3CN-HCOOH (0.1%) (30:70 v/v) a un flujo de 10 
mL/min con tiempo de corrida 20 minutos.  
Tabla 14. Colectados HPLC preparativo de la muestra GST-MPSF1-ODS-2  
COLECTADOS C1 C2 C3 C4 C5 
MASA (mg) 2.1 4.7 1.1 0.7 0.4 
 
Por otra parte, la fracción GST-M2-ODS-2 (figura 33) se obtuvieron seis 
colectados, los cuales se denominaron como: GST-M2-ODS-2-C1, GST-M2-
ODS-2-C2,GST-M2-ODS-2-C3, GST-M2-ODS-2-C4, GST-M2-ODS-2-C5 y 
GST-M2-ODS-2-C6 con tiempo de retención4.0, 5.5, 6.1, 7.5, 9.3, 14 minutos.  
En la tabla 15 se muestran las masa obtenida de estos colectados. 
 
a) 
b) 
λ=220 nm 
λ=280 nm 
C1 
C2 
C3 
C4 
C5 
C1 
C2 
C3 
C4 
C5 
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Figura 33. Cromatograma de HPLC preparativo de la  GST-M2-ODS-2.  
Sistema de elución CH3CN-HCOOH (0.1%) (30:70 v/v) a un flujo de 10 
mL/min con tiempo de corrida 20 minutos. 
Tabla 15. Colectados de la fracción GST-M2-ODS-2 HPLC preparativo 
COLECTADOS C1 C2 C3 C4 C5 C6 
MASA (mg) 7.1 4.5 2.1 2.7 0.7 0.6 
 
Después de la purificación por HPLC preparativo se seleccionaron las 
fracciones de la tabla 16 de GST-MPSF1-ODS-2  y la tabla 17 de GST-M2-
ODS-2 para realizar la reducción, alquilación, digestión enzimática y el 
análisis por MALDI-MS, con base en el análisis y la absorbancia que 
presentaron estas muestras a  las longitudes de onda de 220 y 280 nm.  
Adicionalmente se realizó la cuantificación de las proteínas por ultravioleta-
visible con la ecuación que se muestra en la figura 34. Esta determinación se 
realizó para evaluar la concentración de proteínas que podrían estar 
presentes en las muestras y de esta manera seleccionar las fracciones más 
adecuadas para continuar con la elucidación estructural del ciclótido, estos 
datos también son reportados en la tabla 16 y 17. 
 
C1 
C2 
C3 
C4 
C5 C6 
λ=220 nm 
λ=280 nm 
a) 
b) 
C1 
C2 C3 C4 
C5 C6 
 79 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Ecuación para evaluar el contenido de proteínas por ultravioleta-
visible. 
 
Tabla 16. Fracciones seleccionadas de GST-MPSF1-ODS-2para la 
reducción, alquilación, digestión enzimática y el análisis por MALDI-MS 
FRACCIONES A (220 nm) A (280 nm) CONCENTRACIÓN mg/mL 
GST-MPSF1-ODS-2-C1 2.324 1.025 2.05 
GST-MPSF1-ODS-2-C2 2.586 3.235 6.47 
GST-MPSF1-ODS-2-C3 2.413 1.754 3.508 
GST-MPSF1-ODS-2-C4 2.230 0.797 1.594 
GST-MPSF1-ODS-2-C5 2.638 3.728 7.516 
 
Tabla 17. Fracciones seleccionadas de GST-M2-ODS-2 para la reducción, 
alquilación, digestión enzimática y el análisis por MALDI-MS 
FRACCIONES A (220 nm) A (280 nm) CONCENTRACIÓN mg/mL 
GST-M2-ODS-2-C1 2.654 4.026 8.052 
GST-M2-ODS-2-C2 2.348 3.835 7.65 
GST-M2-ODS-2-C3 2.247 3.583 7.166 
GST-M2-ODS-2-C4 2.070 2.018 4.036 
GST-M2-ODS-2-C5 1.793 0.741 1.482 
GST-M2-ODS-2-C6 1.835 0.966 1.932 
 
Con la ayuda de la tabla 17 se seleccionó la fracción GST-M2-ODS-2-C2 para 
continuar con la  reducción, alquilación, digestión enzimática y el análisis por 
MALDI-MS; la muestra que presentó la mayor concentración de proteínas fue 
GST-M2-ODS-2-C1 (8.052 mg/mL); y la muestra GST-M2-ODS-2-C2 presentó 
una concentración menor de proteínas (7.65 mg/mL), pero al analizar con 
detalle la figura 33 que es el cromatograma de HPLC preparativo, se pudo 
           
  
 
   
 
Donde: 
A= Absorbancia 
b= Camino óptico (0.5 cm) 
c= Concentración 
e= abst unidad molar para proteínas a A280= 1 mL/mg.cm 
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inferir que ese colectado no se encontraba puro, debido a la presencia de 
varios picos acumulados y lo ideal era tener un solo pico bien definido, por lo 
cual, se continuó el trabajo con la muestra GST-M2-ODS-2-C2.  
 
Con las muestras obtenidas con el método descrito en el numeral 5.2.1.1 
denominadas con la nomenclatura GST-MPSF1-ODS-2; no se continua 
trabajando con ellas debido a que cuando se sometió a HPLC-ESI/MS solo 
mostró 6 posibles ciclótidos, además cuando se realizó la electroforesis no se 
pudo observar presencia de proteínas; mientras que con el método 5.2.1.2 se 
pudo detectar 10 posibles ciclótidos, se evidenció lo presencia de las mini-
proteínas cíclicas gracias a la electroforesis realizadas además con HPLC-
ESI/MS mostro un posible ciclótido de la especie Gloeospermum pauciflorum 
Hekking (Violaceae) perteneciente al mismo género de la especie estudiada . 
No se descarta la posibilidad que la muestra GST-MPSF1-ODS-2  no tenga 
ciclótidos o proteínas pero estas se  pueden encontrar en muy baja cantidad. 
 
6.7 Reducción, Alquilación, Digestión Enzimática y análisis por MALDI-
MS 
 
6.7.1 Reducción de los péptido y análisis por MALDI-MS 
 
Al realizar la reducción del péptido se pudo confirmar  que no se trata de un 
posible ciclotido, porque al reducir los enlaces disulfuro con la ayuda del 
ditiotreitol (DTT), bloquear los tioles con Iodoacetamida (IAM) y confirmar la 
reducción vía MALDI-MS, se debía dar un incremento en la masa de 348 Da, 
lo cual indica la presencia de los tres puentes disulfuros característicos de 
estas proteínas (Poth et al., 2010). Esto no sucedió en el tipo de trabajo que 
se realizó porque el peso continuó siendo el mismo. 
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6.7.2 Digestión enzimática de los péptidos reducidos 
 
Al realizar la digestión enzimática de los péptido y al momento de comprobar 
con la base de datos de Ciclotidos “Expasy” (Colgrave et al., 2010) se pudo 
observar que el péptido no era cíclico, por lo tanto, el primer corte enzimático 
conllevaría a la apertura del ciclo y la generación de una secuencia de 
aminoácidos que no coincidió con las existentes en las bases de ciclótidos. 
Por esta razón, se generaron tres bases de datos a partir de la información 
suministrada por la base Ciclotidos “Expasy”. Una para cada enzima utilizada 
simulando un corte del ciclo con la especificidad adecuada (Colgrave et al., 
2010). 
Se interrogaron las tres bases de datos con la información obtenida en el 
procedimiento LC/MSMS el cual se muestra en la figura 35, pero no se 
obtuvo una identificación positiva. 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Espectro LC/MSMS de la muestra GST-M2-ODS-2-C2. Analizada 
en un 4700 Proteomics Analyzer (ABSciex) en modo reflectron positivo (2000 
disparos) 
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6.7.3 Secuencia de los péptidos por MS/MS nanospray 
 
Para este tipo de análisis se realizó la secuenciación de novo con los 
espectros adquiridos en los análisis de LC/MSMS para cada enzima usada. 
Para ello, se utilizó el software PEAKS (Bioinformatics Solutions). En la tabla 
18 se muestra el nombre de cada aminoácido. 
Tabla 18. Nombre de cada aminoácido, nomenclatura con código de tres 
letras, una letra y su respectivo peso molecular (McMurry, 2000) 
 
Secuencia utilizando la enzima endoproteinasa GluC para linealizarlos 
Esta enzima actúa cortando la cadena donde se encuentra un residuo de 
ácido glutámico  (Glu). El peso experimental y teórico se presentan en la 
tabla 19. 
Aminoácido Código de tres letras Código de una letra PM 
Alanina Ala A 89 
Arginina Arg R 174 
Asparagina Asn N 132 
Ácido aspartico Asp D 133 
Glutamina Gln Q 146 
Ácido glutámico Glu E 147 
Glicina Gly G 75 
Histidina His H 155 
Isoleucina Ile I 131 
Leucina Leu L 131 
Lisina Lys K 146 
Metionina Met M 149 
Fenilalanina Phe F 165 
Prolina Pro P 115 
Serina Ser S 105 
Treonína Thr T 119 
Triptófano Trp W 204 
Tirosina Tyr Y 181 
Valina Val V 117 
Cisteina Cys C 121 
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Tabla 19. Secuencia, peso experimental, peso teórico y confianza estadística 
de  Asignación para los productos de la enzima endoproteinasa GluC para la 
fracción GST-M2-ODS-2-C2 
 
 
C(+57.02) denota una cisterna carbamidometilada 
ALC es la confianza estadística de la asignación 
 
Secuencia utilizando la enzima Tripsina 
La tripsina hidroliza los enlaces peptídicos de los aminoácidos arginina (R) y 
leucina (L); en la tabla 20 se observa la secuencia, el peso experimental, 
teórico y la confianza estadística de la asignación.  
Tabla 20. Secuencia, peso experimental, peso teórico y confianza estadística 
de  Asignación para la enzima tripsina para la fracción GST-M2-ODS-2-C2 
 
 
ALC es la confianza estadística de la asignación 
Secuencia utilizando la enzima Quimiotripsina 
La quimiotripsina ataca los enlaces peptídicos de los aminoácidos aromáticos 
como fenilalanina (F), tirosina (Y), triptófano (W), así como la metionina (M), 
norleucina y norvalina; en la tabla 21 se presenta la secuencia, el peso 
experimental, teórico y la confianza estadística de la asignación.  
Tabla 21. Secuencia, peso experimental, peso teórico y confianza estadística 
de  Asignación para la enzima quimiotripsina para la fracción GST-M2-ODS-
2-C2 
 
 
ALC es la confianza estadística de la asignación 
SECUENCIA ALC (%) PESO EXPERIMENTAL PESO TEÓRICO 
YGC(+57.02)GE 71 585.23 584.02 
SECUENCIA ALC (%) PESO EXPERIMENTAL PESO TEÓRICO 
YNSGTHGGPR 40 523.20 1044 
SECUENCIA ALC (%) PESO EXPERIMENTAL PESO TEÓRICO 
FGLGGLL 85 826.48 825 
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De acuerdo a la información presentada en las tablas 19, 20 y 21 se puede 
plantear la siguiente secuencia para el péptido con un peso experimental y 
teórico como se muestra en la tabla 22. 
 
Tabla 22. Posible secuencia para el péptido con peso experimental y teórico 
 
Analizando la tabla 22 se puede considerar que la posible secuencia del 
péptido solo cuenta con 22 residuos de aminoácidos con un peso 
experimental de 1934.91 y un peso teórico de 2453.02; el péptido probable 
tiene un peso semejante al de los ciclótidos ya que estos ciclopéptidos tiene 
peso entre 1200 a 3000 Da; pero el número de aminoácidos que tiene no 
coinciden con el número de aminoácidos que se ha reportado para los 
ciclotidos, debido a que estos tiene de 28 a 37 residuos de aminoácidos. Por 
lo cual se puede inferir que la información experimental obtenida apunta a 
que la porteína aislada y analizada no se trate de un ciclótido.   
Al comparar la posible secuencia del péptido con la secuencia del ciclótido  
Glopa C aislado de Gloeospermum pauciflorum Hekking (Violaceae) se 
puede observar que esta no concuerda con la secuencia del ciclótido 
mencionado, debido a que este ciclótido tiene 31 residuos de aminoácidos y 
las 6 cisteinas que deben tener los ciclótidos; mientras que el péptido aislado 
durante esta investigación solo tiene 22 residuos de aminoácidos y una sola 
cisteína. Por lo que se puede inferir que se está tratando con una probable 
proteína lineal o cíclica, pero no con un ciclótido. 
 
 
POSIBLE SECUENCIA PESO EXPERIMENTAL PESO TEÓRICO 
YGC(+57.02)GEYNSGTHGGPRFGLGGLL 1934.91 2453.02 
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6.8  DETECCIÓN DE CICLÓTIDOS POR TRICINA SDS-PAGE 
 
6.8.1 Detección de ciclótidos en la fracción GST-M2-ODS-2-C2 después 
de la digestión enzimatica 
 
Se realizó una electroforesis 1D PAGE con un gel de 15% y se ejecutó la 
tinción con azul de Coomassie, no se observaron bandas de los pesos 
moleculares correspondientes a lo esperado.  Se cortó la zona del gel de 
peso bajo y se retiñó con plata como se observa en la figura 36.  En ningún 
caso se observan bandas definidas a pesar de que se desarrolló la 
electroforesis con diferentes concentraciones (200, 100 y 50 μg) como se 
evidencia en la figura 35. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Electoforesis realizada a diferentes concentraciones. Carril 2: 
GST-M2-ODS-2-C2 concentración 200 μg, carril 5: GST-M2-ODS-2-C2 
concentración 100 μg, carril 8: GST-M2-ODS-2-C2 50 μg, carril 10: Marcador 
Biorad catalogo# 161-0377 250 KDa. 
 
 
 
 
 
10 
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Con la electroforesis realizada tampoco se  evidenciaron bandas definidas a 
ninguna concentración, por lo cual se puede decir que están muy 
concentradas o hay errores al momento de realizar el procedimiento de 
electroforesis, como el no aumentar la concentración del gel de separación 
como son proteínas tan pequeñas se debería aumentar la concentración del 
gel para poder que este las retenga y poder observar las bandas bien 
definidas. 
 
6.9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA α-GLUCOSIDASA 
 
Las fracciones obtenidas de la columna de Octadesilsilano (C18) del segundo 
método explicado en el numeral 5.2.1.2 la fracción GST-M2-ODS-2 presentó 
actividad inhibitoria de la enzima α-glucosidasa a una concentración de 50 
μg/mL con un porcentaje de inhibición promedio de 82.01%; los resultados  
se presentan en la tabla 23 con los promedios de cada ensayo y la 
desviación estándar obtenida, en la figura 37 aparecen los promedios con las 
desviación estándar del porcentaje de cada ensayo. 
 
Tabla 23. Concentración de la fracción GST-M2-ODS-2, porcentaje de 
inhibición  promedio de la α-glucosidasa con la desviación estándar 
 
 
 
 
 
 
Concentración (μg/mL) Porcentaje de inhibición promedio (%) Desviación estándar  
5 24.96 0.143 
12.5 27.19 0.110 
25 54.48 0.066 
50 82.01 0.101 
100 39.12 0,085 
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Figura 37. Representación gráfica del porcentaje de inhibición contra la 
concentración de la fracción GST-M2-ODS-2 con los promedios de los tres 
ensayos realizados. 
En la figura 37 y en la tabla 23 se pudo observar que la concentración de 25 
μg/mL mostró un porcentaje de inhibición del 54.48%; mientras que la 
concentración de 50 μg/mL presentó un porcentaje de inhibición 82.01% 
encontrándose que esta concentración es la apropiada para la inhibición de 
la α-glucosidasa. A una concentración de 100 μg/mL se dio un porcentaje de 
inhibición de 39.12%, el porcentaje disminuyó a pesar de que la 
concentración fue mayor, este fenómeno puede ser debido a que se esté  
ocurriendo una reacción enzimática competitiva; hay que resaltar que los 
inhibidores competitivos se unen de forma reversible a la enzima libre y no al 
complejo (ES), para formar un complejo enzima – inhibidor (EI) estable 
(Campbell et al., 2004). 
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Con frecuencia, el sustrato y el inhibidor compiten por el sitio activo de la 
enzima. La concentración del complejo (EI) depende de la concentración del 
inhibidor libre y de la constante de disociación KI (Campbell et al., 2004). 
Debido a que el complejo (EI) se disocia fácilmente, eventualmente la enzima 
está disponible de nuevo para unirse al sustrato. La actividad de la enzima 
disminuye debido a que no se produce una reacción productiva durante el 
tiempo en que existe el complejo (EI) (Campbell et al., 2004). 
El efecto de un inhibidor competitivo sobre la actividad enzimática puede 
invertirse aumentando la concentración de sustrato. A concentraciones 
elevadas del sustrato (S), todos los sitios activos estarán llenos de sustrato y 
la velocidad de reacción alcanzara el valor que se observa sin un inhibidor 
(Campbell et al., 2004).  
Por este motivo, se recomienda efectuar la reacción en presencia del 
inhibidor con diversas concentraciones de sustrato, las velocidades medias 
compararlas con las de la reacción no inhibida; y las diferencias en las curvas 
de Lineweaver-Burk correspondientes a las reacciones inhibida y no inhibida 
son la base para la comparación, y de esto modo poder conocer la 
concentración de sustrato que se debe manejar y diferenciar con mayor 
exactitud si se trata de una inhibición competitiva o no competitiva (Campbell 
et al., 2004) . Por el momento se trabajó con una concentración de 50 μg/mL 
donde mostró un porcentaje de 82.01%. 
Estudios recientes han demostrado que los extractos que se han estudiado 
para la inhibición de la α-glucosidasa también han presentado actividades 
citotóxicas, antioxidantes y apoptóticas como es en el caso de Elephantopus 
mollis Kunth, la cocción de esta planta es utilizada para tratar enfermedades 
como el cáncer y la diabetes, lo que la convirtió en foco de estudio (Ooi et al., 
2011).  
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Los resultados de este estudio son muy similares a los resultados reportados 
por Medina et al., (2001), ensayaron aproximadamente 16 extractos crudos 
de plantas medicinales de Yucatán a una concentración de 50 μg/mL, donde 
los extractos procedentes de madera mostraron porcentajes de inhibición 
entre 50% y 97% siendo este último el porcentaje más alto; lo que concuerda 
con los resultados obtenidos en este trabajo, debido a que la fracción que se 
evaluó era procedente de un extracto de madera y la concentración evaluada 
fue de a 50 μg/mL con un porcentaje de 82.01%. 
Con la investigación realizada en este trabajo, se sugiere ensayar la posible 
proteína que se utilizó para la inhibición de la α-glucosidasa para otros 
propósitos, como realizar estudios para la diabetes, cáncer, actividades 
citotóxicas, VIH entre otras.  
Los ciclótidos estructuralmente están dentro de dos subfamilias que son la 
Möbius y Brazalete; estudios recientes muestran una tercera subfamilia de 
ciclótidos que es donde se encuentran los ciclótidos inhibidores de la enzima 
tripsina, está contiene solo dos miembros con nombres MCoTI-I y MCOTI-II 
aislados de Momordica cochinchinensis (Cucurbitaceae), lo que los diferencia 
de otros ciclótidos es la secuencia de aminoácidos (Ireland et al., 2010).  
Ambos compuestos MCoTI-I y MCOTI-II presentan conformaciones similares 
y bien definidas a los inhibidores de la tripsina no cíclicos tales como CPTI-II,  
se considera que el efecto principal de la ciclación que presentan MCoTI-I y 
MCOTI-II es reducir la sensibilidad a las exo-proteasas (Heitz et al., 2001). 
 Al comparar esta información con los resultados obtenidos en esta 
investigación con la enzima α-glucosidasa se puede inferir que los ciclótidos 
presentes en G. sphaerocarpum pueden presentar características similares a 
los MCoTI-I y MCOTI-II; pero al confrontar la secuencia de la proteína aislada 
no concuerda con la secuencia que  presentan estos ciclótidos 
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7. CONCLUSIONES 
 
 
Este es el primer reporte de la existencia de ciclótidos  en G. sphaerocarpum. 
 
Las fracciones obtenidas de Octadesilsilano (C18) de G. sphaerocarpum 
presentaron actividad inhibitoria contra la α-glucosidasa a una concentración 
de 50 μg/mL con un porcentaje de inhibición del 82.01%. 
 
Se pudo realizar el secuenciamiento de una de las fracciones obtenidas en 
este trabajo además de conocer su peso. 
 
Se puede concluir que los ciclótidos presentes en G. sphaerocarpum poseen 
características similares a los ciclótidos aislados de la planta Momordica 
cochinchinensis (Cucurbitaceae) que inhiben la tripsina y los posibles 
ciclótidos aislados en este trabajo son inhibidores de enzimas como α-
glucosidasa. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
 
1. Se hace necesario seguir con la identificación de ciclótidos presentes en 
G. sphaerocarpum (Violaceae) para colaborar en el conocimiento de este tipo 
de ciclopéptidos; además, de continuar con el estudio de  sus posibles usos 
farmacéuticos o agroindustriales. 
 
2. Debido a que en una fracción se pueden encontrar múltiples ciclótidos o 
proteínas con tiempo de retención muy similares se hace necesario realizar 
separaciones sucesivas por HPLC preparativo para asegurar de esta manera 
la máxima pureza del ciclótido o de la proteína y poder caracterizarlo por 
medio de técnicas espectroscópicas modernas, previa reducción e hidrólisis 
enzimática, empleando diferentes tipos de enzimas que permitan el corte 
específico en el ciclopéptido, así como la elucidación completa del mismo. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Protocolo para la extracción de Ciclótidos de material vegetal 
(Niño et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Recolección de la planta (parte aérea). 
Secar en la estufa a 50
o
C por 72 horas. 
 
Moler el material vegetal seco. 
 
Pesar 250 g del material vegetal seco y molido. 
Pre-extracción con hexano. 
Extracto de hexano. Marco de la planta. 
Extracción CH2Cl2. 
Marco de la planta. Extracto de CH2Cl2. 
Extracción MeOH-H2O (6:4). 
Extracto Hidrometanólico (HM). 
 
Concentrar el extracto Metanólico en rota evaporador a 45
o
C hasta un volumen 
menor. 
 Almacenar los extractos a -10
o
C hasta su utilización. 
 
Extracción MeOH 
Extracto de MeOH Marco de la planta. 
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Anexo 2. Protocolo para fraccionamiento y aislamiento de polipéptidos 
del material vegetal (Claeson et al.,1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIAL VEGETAL SECO Y MOLIDO 
 
(Extracción con diclorometano: remoción de constituyentes lipidicos). 
 
RESIDUO DE LA PLANTA: (Extracción con metanol: extracción de péptidos). 
 
EXTRACTO METANÓLICO: (CC a través de poliamida: remoción de tanino). 
 
EXRACTO LIBRE DE TANINO: (CC. Flash en Sephandex G-10 remoción de componentes 
de bajo peso molecular). 
 
FRACCION DE ALTO PESO MOLECULAR (CC.Flash C-18: remoción de sales y polisacáridos). 
 
FRACCION POLIPÉPTICA (Enriquecida en Ciclótidos). 
SEPARACIÓN POR HPLC PREPARATIVO. 
IDENTIFICACIÓN POR HIDRÓLISIS ÁCIDA Y ENZIMÁTICA Y 
ESTUDIOS DE E.M Y RMN 
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Anexo 3. Protocolo para el fraccionamiento y aislamiento de 
polipéptidos del material vegetal (Ireland et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIAL VEGETAL SECO Y MOLIDO 
 
(Extracción con DCM-MeOH). 
 
 (CC.Flash C-18: remoción de sales y polisacáridos). 
 
SEPARACIÓN POR HPLC PREPARATIVO. 
IDENTIFICACIÓN POR HIDRÓLISIS ÁCIDA Y ENZIMÁTICA Y 
ESTUDIOS DE E.M Y RMN 
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Anexo 4. Protocolo deTricina-SDS-PAGE preparación de los geles 
(Schägger, 2006). 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Seleccionar la base apropiada para el gel separador 
Adicionar el gel separador 16 % 
Cubrir el gel con agua destilada o EtOH 
Dejar que el gel polimerice × 30 min 
Adicionar el gel espaciador al10% 
Cubrir el gel con agua destilada o EtOH 
Adicionar el gel de apilamiento al 4% 
Introducir el peine apropiado 
Dejar que el gel polimerice × 30 min 
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Anexo 5. Protocolo deTricina-SDS-PAGE revelado de los geles  con 
Azul de Coomassie (Schägger, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Solución fijadora: metanol 50%, ácido acético 10% 
 
Nota: Cada incubación debe durar el mismo tiempo que el gel estuvo en la 
solución fijadora. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Incubar el gel en la solución fijadora (Metanol 50%/HOAc 10%) x 30 min 
Teñir el gel con azul de Coomassie al 0,025% en ácido acético al 10% 
Desteñir el gel 2 veces en ácido acético al 10% 
Transferir el gel a H2O 
Remover los enlaces de azul de Coomassie con las proteínas enjuagando con metanol 
50%, carbonato ácido de amonio 50 mM, seguido por varios lavados con agua 
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Anexo 6. Protocolo de Tricina-SDS-PAGE revelado de los geles  con 
Nitrato de Plata (Schägger, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: Cada incubación debe durar el mismo tiempo que el gel estuvo en la 
solución fijadora. 
 
 
 
 
 
Incubar el gel en la solución fijadora (Metanol 50%/HOAc 10%) x 30 min 
Lavar el gel dos veces con H2O 
Sensibilizar el gel con Na2S2O3 0.005% 
Incubar el gel con AgNO3 0.1% 
Lavar el gel con H2O unos segundos 
Añadir el revelador (formaldehido 0.036%, carbonato de sodio 2%) al gel por 1-2 min 
Detener el revelado incubando el gel en EDTA 50 mM por 15-60 min 
Lavar 2 veces con agua. El gel puede permanecer en agua por varios días  
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